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La corynébactériose expérimentale du lapin [4] provoquée par 
diverses Corynébactéries anaérobies de provenance humaine est 
mortelle dans la plupart des cas. 

Lorsque la mort de l’animal est précoce les lésions sont celles 
de grandes infections (broncho-pneumonies, septicémies, septico- 
pyohémies, etc.) au cours desquelles on est frappé par la fré- 
quence d’altérations endocarditiques. Lorsque la mort est tardive 
Jes Iésions affectent l’allure de réliculoses hépato-spléniques et 
pulmonaires, non nodulaires, 4 prédominance plasmodiale (fig. 1), 
accompagnées également de lésions endocarditiques [2, 3, 4, 5, 6]. 

Ces faits confirment qu'un certain nombre de Corynébactéries 
anaérobies sont pathogénes pour le lapin et que la maladie expé- 
rimentale qu’elles provoquent est tantot comparable aux infec- 
tions humaines au cours desquelles elles ont été isolées, tantot 
différente, comme c’est le cas de la réticulose plasmodiale. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 décembre 1957, 


Annales de VInstitut Pasteur, 94, n° 4, 1958. 27 


406 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Le fait que les Corynébactéries possedent ce pouvoir pathogene 
expérimental est un argument en faveur de leur role possible 
dans l’évolution d’affections au cours desquelles elles peuvent étre 
isolées, telles les leucémies, la maladie de Hodgkin, ou les réti- 
culoses malignes. Cependant dans ]’état actuel de nos connais- 
sances on doit les considérer moins comme l’agent causal que 
comme des germes d’accompagnement |7]. 

La présente étude a pour objet le déterminisme de cette réti- 


Fic. 1. — Réticulose macrophagique de Ja rate, provoquée par des Corynébactéries 
vivantes. Plasmodes, pigmentopexie, présence de germes (mon visibles avec ce 
grossissement et avec cette coloration) dans les cellules endothéliales des sinusoides. 
Hémalun-éosine, Ex. V. 2709. Oc. x 6, Ob. x 40, Gr. x 360. Ecran Wratten 11. 


culose diffuse plasmodiale. Quelle en est l’évolution sous l’influence 
d’inoculations longtemps réitérées ? S’apparente-t-elle aux réticu- 
loses humaines au cours desquelles on a pu isoler de tels germes ? 
Nos premiers essais ont consisté 4 prolonger l’action des 
Corynébactéries en multiphant le nombre des inoculations, fou- 
jours au méme rythme de deux par semaine, mais en arrivant 
chez les animaux survivants a 20 ou 25 inoculations successives, 
chiffres plus importants que ceux précédemment décrits. 
Parallélement a ces essais, effectués avec des germes vivants, 
nous avons tenté de supprimer certains caractéres de ces bactéries 
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pour étudier leur mécanisme d’action. Pour ce faire des suspen- 
sions toujours trés riches en germes ont été, soit inactivées par 
la chaleur, soit désintégrées par les ultra-sons, soit lysées par 
un bactériophage, soit hydrolysées par Vacide chlorhydrique a 
chaud, soit enfin soumises a l’action d’une ribonucléase. 

Il ne s’agit pas ici d’expliquer la pathogénie de la réticulose 
plasmodiale, ce qui resterait hasardeux, mais de grouper de nou- 
veaux faits expérimentaux, dans le bul d’éclairer en partie sa 
signification. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


I. INoCULATIONS REPETEES DE GERMES VIVANTs. — Les germes 
dune culture en bouillon de 24 heures sont centrifugés quinze 
minules, 4 6000 tours/minute et remis en suspension dans de 
eau physiologique. Les antigénes solubles sont donc éliminés. 

Les animaux qui avaient été inoculés, jusqu’éa 20 ou 25 reprises 
différentes avec les germes vivants et qui sont morts spontané- 
ment ou ont été sacrifiés, ont fait l’objet de contréles histologiques. 
Ces examens ont montré que la réticulose plasmodiale disparait 
constamment, mais si le poumon redevient pratiquement normal, 
elle laisse subsister dans le foie une sclérose périlobulaire et 
dans la rate des lésions d’histio-fibrose. 


La fibrose hépatique peut débuler trés tél, par exemple le lapin 280, 
mort vingt-quatre heures apres Ja troisi¢me injection de C. parvum 13883 
(examen W.431), était atteint d’une réticulose plasmodiale, tant pul- 
monaire qu’hépato-splénique, en pleine efflorescence, et les macro- 
phages des cloisons alvéolaires contenaient en abondance des germes 
inoculés. Dans le foie une sclérose insulaire 4 point de départ péri- 
portal pénétrait certains lobules et les encerclait méme enti¢rement. 
Il existait de plus une néogénése de canalicules biliaires. Des Coryné- 
bactéries étaient visibles dans les cellules de Kupffer ou les plasmodes 
et méme dans les endothéliums vasculaires des glomérules du rein. 

Cette fibrose qui suit la réticulose se retrouve également chez le 
lapin 298 (examen W.673), qui, aprés vaccination anti-C. parvum, a 
recu 13 inoculations de germes vivants. Sa mort, deux mois apres ta 
dernitre injection, s’explique par des lésions pulmonaires infectieuses 
remaniées : évolution chronique d’une infection que l’on ne constate 
le plus souvent qu’au début. Dans le foie, outre la réticulose plasmo- 
diale, une importante fibrose péri-lobulaire est évidente, encerclant les 
lobules et épaississant les espaces portes. 

Celte fibrose inter-lobulaire s’accroit lorsque les inoculations sont 
répétées pendant longtemps et \prend les caractéres d’une hépatite 
scléreuse interstitielle. Retrouvée chez trois animaux ayant survécu aux 
inoculations successives (examens X.603, X.1382, X.1492), elle était carac- 
térisée par l’intégrité du parenchyme et par une fibrose péri-lobulaire 
partant d’espaces portes également sclérosés avec prolifération histio- 
cytaire et fibroblastique. Aucun processus de cirrhose ne saurait étre 
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invoqué, méme s’il exisle une trés discréte néogénése biliaire, car 31 
n’y a aucune réaction adénomateuse ou simplment hyperplasique du 
parenchyme hépatique. 

Dans la rate, l’histio-fibrose déja ébauchée s’intensifie et la pulpe 
blanche s’atrophie alors que les cordons de la pulpe rouge épaissis 
effacent les sinusoides et sont pauvres en cellules mobiles ; le pigment 
résiduel souvent intracellulaire y est abondant et peut étre attribuc 
4 des réactions inflammatoires antérieures. 


Au total, la répétition des injections pendant plusieurs mois 
détermine une involution de la réticulose plasmodiale qui aboutit 
» une fibrose surtout visible dans le foie et qui, dans la rate, 
réalise une sclérose avec hypoplasie du conjonctif histiocytaire. 
Ce ne sont pas 1a les Iésions histologiques malignes de certaines 
des maladies humaines au cours desquelles ont été isolées ces 
mémes souches de Corynébactéries. 


II. INocULATIONS REPETEES DE GERMES TUES PAR LA CHALEUR. — 
Le chauffage au bain-marie 4 56° pendant une demi-heure est 
suivi d’un lavage dans l’eau physiologique et d’une remise en 
suspension dans la moitié du volume de liquide initial. Ce procédé 
supprime la vitalité des bactéries qui seront inoculées 4 de mul- 
tiples reprises au méme rythme et pendant la méme durée que 
précédemment. Ce traitement n’empéche pas l’apparition de la 
réticulose p!asmodiale, mais celle-ci est plus atténuée, et disparait 
dés la cessation des injections, ne provoquant jamais l’hépatite 
scléreuse (Corynebacterium parvum, souche 936b, lapin 213, exa- 
men n° U.777 et souche 545, lapin 214, examen n° U.778). 

Ainsi lorsque les germes sont tués par la chaleur, la réaction 
macrophagique plasmodiale persiste, mais, atténuée dans son 
intensité et dans sa durée, elle ne laisse pas de séquelle. 


UT. INocuLATIoNS REPETEES DE GERMES DESINTEGRES PAR LES 
ULTRA-soNs. — Pour ce faire la suspension bactérienne est lavée, 
puis placée dans un appareil de S.C. A.M., a quartz piézo- 
électrique et la sonnation a lieu a la température ordinaire pen- 
dant soixante minutes a 90 kilocycles avec un courant de plaque 
de 150 milliampéres et une tension de 3,8 kilovolts. Ceci permet 
d’extraire le contenu de la bactérie (cytoplasme et noyau) sans 
dénaturation appréciable de la structure chimique. Le DNA, par 
exemple, est respecté de méme que les structures antigéniques 
des protéines. is 
_ Hl mest pas utile de décrire entiérement les essais effectués par 
Injechons répétées de germes désintégrés par les ultra-sons, il 
suffit de préciser que les germes ainsi traités ont fait apparaitre 
une réaction plasmodiale classique hépato-splénique semblable 
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a celles que provoquent les germes tués par la chaleur (exa- 
mens V.2276, V.2277 et W.292). 


IV. INocULATIONS REPETI:ES DE GERMES LYSIS PAR UN PHAGE. — 
Au moyen de la lyse bactérienne transmissible, on peut obtenir 
une désintégration des corps microbiens, avec conservation de 
leur structure fine et un maintien de la vitalité de quelques rares 
germes. 

Une culture en bouillon de 20 a 24 heures, 4 laquelle on ajoute 
1 ml de suspension du phage Coryné. souche 1452, est placée 
vingt-quatre heures a |’étuve a 87°. On centrifuge trente minutes 
a 5000 t/min. Le culot est remis en suspension dans la moitié 
du volume primitif d’eau physiologique, puis injecté par voie 
veineuse au lapin, selon le rythme habituel. 

Par ce procédé les éléments injectés aprés lyse bactériopha- 
gique comportent principalement les plus lourds des composants 
bactériens libérés et trés accessoirement ceux qui apparliennent 
en propre au phage ou qui en constituent le vecteur, mais on 
sait qu'il persiste des bactéries vivantes. 

Ces essais n’ont duré que quatre semaines, les deux animaux 
inoculés étant morts peu aprés la neuviéme injection, Pour le 
premier (examen W.731) le foie seul a été examiné et comportait, 
outre des plages nécrosées, de vastes zones de réticulose plasmo- 
diale avec hépatite scléreuse. Le second (examen W.837) a suc- 
combé a une pneumopathie chronique suppurée due aux Cory- 
nébactéries, mais dans la trame pulmonaire, on retrouve la 
tuméfaction et la multiplication des cellules réticulaires ou des 
histiocytes qui forment de nombreux plasmodes. Enfin, de vastes 
plages de nécrose entourées d’une réaction inflammatoire sont 
les témoins d’infarctus que l’on peut attribuer 4 une origine 
embolique. 


V. INocULATIONS DE GERMES IHYDROLYSES PAR L’ACIDE CHLORHY- 
DRIQUE. — La destruction partielle de Ja structure chimique des 
bactéries par hydrolyse acide 4 chaud est une méthode assez 
brutale qui désintégre leur structure et modifie leur composition 
chimique. 

Les corps microbiens d’une culture en bouillon de 24 heures 
sont centrifugés, remis en suspension dans un égal volume d’HCl 
normal et placés au bain-marie 4 60°, pendant quinze minutes. 
Ils sont ensuite lavés de trois 4 cinq fois dans un égal volume 
d’eau physiologique et centrifugés 4 6 000 t/min, pendant chaque 
fois vingt minutes. Tous les constituants du surnageant sont done 
éliminés. Seul le culot de centrifugation repris dans l’eau physio- 
logique est injecté aux animaux. 

Or on sait que dans les conditions semblables les molécules 
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restant aprés lavage ont toutes un poids moléculaire ¢éleve, supe- 
rieur 4 6 x 10° et sont riches en acide désoxyribonucléique. ‘Les 
hydrates de carbones sont solubilisés et les protéines sont désin- 
tégrées en polypeptides ou méme en acides aminés. I] est donc 
vraisemblable que seules subsistent les protéines de grande taille. 

Le lapin 7.542 (examen n° X.1837), mort spontanément apres 
la neuvieme injection, a succombé & un choc anaphylactique, mais 
on a retrouvé dans le foie et le poumon une réticulose plasmo- 


eI 


Fie, 2. — Lésions spléniques avec plasmodes, pigmentopexie et discréte plasmo- 

cytose provoquées par injection de Corynébactéries soumises 4 l’hydrolyse chlor- 

hydrique. Hémalun-éosine. Ex. X. 1837. Oc. x 6, Ob. x 23, Gr. x 260. 
Ecran Wratten 15. 


diale des plus classiques qui affirmait l’extréme activité du 
conjonctif histiocytaire. Cependant, dans la rate la réaction plas- 
modiale était faible et autour d’elle il existait une plasmocytose 
et une légére fibrose (fig. 2). L’hydrolyse chlorhydrique, qui a 
abouti a injecter surtout de Vacide désoxyribonucléique, a donc 
enlevé & la réaction cellulaire une partie de sa spécificité. 


VI. INocuLATIONS REPETEES DE GERMES TRAITES PAR LA RIBONU- 
cLrASE. — Pour ce faire 4 1 de culture de 24 heures sont centri- 
fugés, leur culot repris dans le minimum d’eau_ physiologique 
(100 ml environ), auxquels on ajoute 4 mg de ribonucléase et que 
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Von place a 387°, pendant vingt-quatre heures. La suspension, 
gardée 4 +4°, est diluée au moment de l’injection et les injections 
successives faites avec des suspensions de plus en plus concen- 
trées. 

L’action de la ribonucléase sur la bactérie et, de ce fait, sur 
son équipement antigénique est loin d’étre précisée. Cet enzyme 
désintégre le protoplasme dont les produits solubles ainsi libérés 
sont éliminés dans les trois eaux de lavage, alors que les produits 


lic. 3. — Rate d’un lapin injecté avec des bactéries traitées par la ribonucléase. 
Limite d’un follicule de Malpighi avec bordure plasmocytaire et réaction fibro- 
blastique discréte qui ayec quelques fibres collagénes effacent les sinusojdes. 


Ex. X. 1402. Mémes caractéristiques que la figure 2. 


insolubles restent avec le noyau, autrement dit avec |’acide désoxy- 
ribonucléique. Si on peut done affirmer que Vacide désoxyribo- 
nucléique du noyau bactérien a été injecté, on peut dire seulement 
que les produits qui le sont avec lui sont certainement incomplets 
par rapport aux germes vivants, morts ou lysés par les autres 
méthodes déja expérimentées. 

Des suspensions de Corynebacterium parvum 936B, souche qui 
avait donné les plus belles images de réticulose plasmodiale, 
ont été utilisées pour cet essal. 

L’examen histologique du lapin T.561 (examen n° X.1402), 
ayant succombé brusquement aprés la vingt et uniéme injection 
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intraveineuse de ces germes trailés par la ribonucléase, confirme 
qu’il a succombé a un choc anaphylactique. Ceci est pouvé par 
la congestion pulmonaire et rénale et par l’hyperémie hépatique 
surtout centro-lobulaire avec nécrose aigué du centre du lobule 
et cedéme des sinusoides décollant les parois des capillaires. Ce 
sont la des témoins d’une agression aigué que confirment de 
petits thrombus parcellaires, visibles sur de petits vaisseaux paui- 
créatiques sectionnés par hasard. 

Il n’y a aucune trace de réticulose dans ces divers organes, 
ni aucune fibrose dans le foie comme c’élait le cas des lapins 
ayant recu un nombre équivalent de germes vivants. 

Les lésions spléniques sont celles attribuées 4 toute réaction 
immunologique, avec production de globuline anticorps : hyper- 
plasie de la pulpe blanche, avec manteau réticulo-histiocytaire, 
hyperplasie des cordons de la pulpe rouge, effagant les sinusoides 
et siége d’une trés importante plasmocytose diffuse (fig. 3). Cette 
plasmocytose, non encore observée au cours de ces corynébacté- 
rioses expérimentales, parait vraisemblablement en rapport avec 
une production d’anticorps sous l’influence des injections réitérées 
d’antigéne [8]. Cette réponse confirme la différence des réactions 
lissulaires produites par les injections de germes vivants ou tués, 
qui ont toujours le caractére plasmodial d’une part, et celles pro- 
voquées par injection de germes détruits par la ribonucléase et 
qui sont presque uniquement plasmocytaires. 

Malgré ces différences lésionnelles, on retrouve des témoins de 
réaction allergique ou méme hyperergique dans les deux cas : 
telles sont les altérations des valvules cardiaques qui contiennent 
des plages fibrinoides, et celles des gaines vasculaires du myo- 
carde ott existent de petits infiltrats histiocytaires avec pigment 
ocre trés semblable aux nodules d’Aschoff. L’image en est bien 
proche et les injections répétées de germes doivent en effet déter- 
miner |’allergie. 

Pour prouver la durée de ces lésions voici deux exemples : 


a) Le lapin T.546, traité de méme maniére, a succombé dés la onziéme 
injection (examen n° X.2047) et en voici le compte rendu histologique. 

Poumon : Dans la trame alvéolaire aucun reliquat en rapport avec la 
suspension injectée, mais edéme aigu terminal. 

Les ganglions trachéobronchiques sont cedémateux et hémorra- 
siques. 

Trachée : Vaso-dilatation aigué hémorragique de la sous-muqueuse. 

Foie: Hépatite nécrosante aigué centro-lobulaire (nécrose oxyphile, 
légére stéatose, infiltration leucocytaire, légére fibrose), aucune réaction 
plasmodiale. 

Rate : Splénite aigué cedémateuse nécrosante et fibrineuse, la pulpe 
blanche et les cordons de la pulpe rouge sont atrophiques et peu 
cellulaires. Les cellules qui restent sont nécrosées : rares mégacaryo- 
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cytes, histiocytes et plasmocytes acidophiles exceptionnellement a plu- 
sleurs noyaux, avec du pigment ocre: il s’agit d’un choc anaphylac- 
tique. Aucune réticulose plasmodiale. On ne retrouve pas la plasmo- 
cytose du lapin précédent. 

Rein : Poussée aigué de néphrite glomérulo-épithéliale non infectieuse 
mais allergique dont les lésions élémentaires classiques renforcent 
encore l’hypothése de l’hyperergie. La présence de légére sclérose 
indique que ce processus éyolue déjd depuis quelque temps. 

Coeur ; Myocardite chronique (fibres délavées atrophiques et sclérose). 
La lésion importante est dans l’endocarde des valvules ;: endocardite 
plastique avec dégénérescence fibrinoide et méme chondroide par méta- 
plasie. Pas de nodule d’Aschoff malgré cette « cardite rhumatismale ». 

Au total: Lésions chroniques hyperergiques (coeur, foie, rein) avec 
poussée aigué terminale sans doute anaphylactique. Pas trace de réli- 
culose plasmodiale. 

b) Un lapin soumis 4 une épreuve semblable, mais qui était resté 
bien portant, a été sacrifié deux mois aprés la vingt-troisiéme injection 
(examen n° X.1793). Aprés ces deux mois d’attente, et malgré le grand 
nombre d’injections effectuées, il n’existe & ce moment que quelques 
reliquats spléniques et de petits foyers inflammatoires interstitiels dans 
le rein. Ni réticulose, ni sclérose, ni plasmocytose n’ont pu étre 
retrouvées. 


De ces exemples il ressort que la réticulose plasmodiale se 
maintient avec des caractéres sensiblement constants, que les 
germes solent vivants, tués par la chaleur ou par les ultra-sons, 
ou lysés par un bactériophage. Par contre, l’hydrolyse chlorhy- 
drique ou l’action de la ribonucléase, qui laissent subsister dans 
le matériel injecté surtout PADN et permettent d’éliminer au 
cours de lavages une grande partie des antigénes bactériens, 
s’accompagnent de modifications de la maladie expérimentale que 
reflétent les changements histopathologiques. 

La réaction allergique a laquelle on devait s’attendre étant 
donné le rythme et la répétition des injections d’antigéne reste 
cependant toujours présente. La preuve en est apportée par les 
morts subites vers la neuviéme injection et par la présence d’une 
endocardite plastique, retrouvée presque constamment et qui est 
considérée actuellement comme un témoin des réactions hyperer- 
eiques. 

Discussion. 


Il est indispensable de discuter deux questions différentes, l'une 
est celle de la signification de la réticulose plasmodiale macro- 
phagique qui, disons-le tout de suite, est de nature inflammatoire 
pure, la seconde est celle de sa spécificité : est-elle propre aux 
Corynébactéries, ou peut-elle étre réalisée dans d’autres circons- 
tances ? 

Quelle signification attribuer & la réticulose plasmodiale ? Un 
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point, d’ailleurs prévisible, ressort nettement de ces expériences : 
quand les inoculations réitérées de germes vivants sont poursul- 
vies au-dela d’un certain délai on ne constate plus les grandes 
infections, telles que broncho-pneumonies, ou septicopyohémies & 
Corynébactéries qui provoquent la mort d’un certain nombre 
d’animaux lors des premiéres inoculations. Ce n’est que plus 
tard, chez les survivants « immunisés », que la réticulose plasmo- 
diale diffuse devient constante. Lorsque la mort de l’animal sur- 
vient & ce moment, elle peut étre attribuée & un accident anaphy- 
lactique dont les lésions se retrouvent constamment. 

Les accidents des suppurations aigués observées lors des 
premiéres injections sont uniquement le fait des Corynébactéries 
anaérobies vivantes, ou apres la lyse par un bactériophage qui 
ne stérilise jamais la totalité des bactéries d’une culture. 

Dans aucun autre cas, quel que soit le mode de désintégration, 
on n'a observé d’accidents infectieux aigus. Pour se produire ils 
nécessitent donc, comme il fallait s’y attendre, la conservation de 
la vitalité du germe. 

La réticulose plasmodiale, qu’elle soit produite par des bactéries 
vivantes, ou tuées de diverses facons, a évolué constamment de 
la méme maniére quand on a poursuivi le rythme des injections. 
L’involution des lésions avec ensuite sclérose interstitielle prouve 
quelle se comporte comme une réticulose inflammatoire [9]. Il 
ny a la m formation tumorale, méme bénigne, ni malignité. 
Il s’agit la d’une hyperplasie irritative qui posséde les caractéres 
de V’hyperplasie inflammatoire, a savoir : de régresser avec |’arrét 
de Vexcitation ou, méme si celle-ci continue, de laisser place 
i la sclérose en méme temps qu’a l’immunité. Opposition totale 
avec les hyperplasies des tumeurs qui se maintiennent indéfini- 
ment, méme si elles ne progressent pas. 


Cette réaction cellulaire avec multiplication et métamorphose 
des cellules du S. R. E. est analogue aux réticuloses plasmodiales 
des blastomycoses ou des histoplasmoses ou encore de la réticu- 
lose macrophagique des leishmanioses dans lesquelles les para- 
sites sont visibles dans des vacuoles intracellulaires. 

Celte prolifération des éléments du conjonctif histiocytaire reste 
équilibrée, n’a pas le rdle prédominant, n’a pas de surproduction 
lissulaire, ne persiste pas, et surtout reste limitée dans l’espace 
et dans le temps sans aucune tendance a s’accroitre ou a devenir 
autonome. Tels sont les arguments qui lui manquent pour remplir 
les conditions exigées par J. Delarue et les cancérologues actuels 
pour définir les tumeurs mémes bénignes [40]. 

Si nous insistons sur ces faits c’est pour éviter tout risque de 
confusion entre cette maladie microbienne de cause parfaitement 
lable et les réticuloses, surtout malignes, de nature imprécise 
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et qui n’ont de commun avec les premieres que d’étre toules des 
affections du conjonctif histiocytaire. 

Cette réticulose plasmodiale est-elle spécifique ? Tous les essais 
ellectués sur deux autres espéces animales, tels le singe et le 
cobaye, ont permis de mettre en évidence l’existence du pouvoir 


pathogéne infectieux a leur égard, mais n’ont jamais fait appa- 


raitre la méme hyperplasie du S. R. E. Il y a done lA un mode 


Vic. 4. — Rate. Réaction plasmodiale de la pulpe blanche avec histiocytose de la 
pulpe rouge yoisine provoquée par injections répétées de sérum de cheval normal 
(Sandor et Gleye). Ex. U. 976. Mémes caractéristiques que la figure 2. 


de réaction qui est net chez le lapin. et manque chez ces deux 
autres espéces animales (1). 

{1 nous semble donc possible d’affirmer que Vorganisme du 
lapin favorise, sans que nous sachions pourquoi, ce mode de 
réaction histologique. 

Une telle réticulose plasmodiale hépato-splénique peut étre 
observée chez le lapin en dehors de la corynébactériose expéri- 


(1) M. Guérin a décrit une réticulo-granulomatose plasmodiale spon- 
tanée du rat, d’étiologie inconnue, et dont l’aspect histologique est 
identique & celui que nous avons constaté chez le lapin, sauf peut étre 
en ce qui concerne les lésions endocarditiques auxquelles il ne fait 
pas allusion [44]. 
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mentale, puisque nous avons saisi des images analogues au cours 
Wessais différents effectués par voie veineuse au moyen d’injec- 
lions réilérées de sérum de cheval normal, ou de germes aérobies 
lués par la chaleur. 


Voici & titre d’exemple les résultats observés avec certains des lapins 
préparés en collaboration avec Sandor et Gleye [42], a Vaide d’injec- 
tions intraveineuses répétées & huit jours d’intervalle, de sérum de 
cheval normal. Ces animaux ont été sacrifiés 4 des dates variables et 
ont parfois présenté des lésions du méme type. Nous disons bien 
parfois, car on sait que les altérations provoquées chez le lapin, par 
des injections répétées de sérum de cheval normal, sont trés variables 
d’un individu & un autre. Les lésions spléniques ont été parfois 
enticrement identiques A celles provoquées par les Corynébactéries, 
Vexamen U. 976 en est un exemple: 

Rate : Hyperplasie des follicules de Malpighi avec plasmodes ovalaires 
et importantes images de macrophagie (fig. 4). 

La présence de pigment sanguin est confirmée par la coloration au 
bleu de Turnbull et ces lésions sont ici d’un mécanisme douteux . 
macrophagie de résorption de l’antigéne que constitue le sérum de 
cheval, réaction hyperergique, macrophagie des produits d’hémolyse 
puisqu’on y retrouve du fer. Elles sont donc différentes de la réti- 
culose plasmodiale telle qu’elle est provoquée par les Corynébactéries. 


Ceci conduit 4 reconnaitre a cette derniére une spécificité histo- 
logique, qui parait propre a l’ensemble des divers constituants 
chimiques de la bactérie, et qui n’est pas réservée aux constituants 
du noyau (acide désoxyribonucléique). 


CONCLUSIONS. 


En conclusion, ces expériences complémentaires effectuées dans 
le but de dissocier les éléments qui constituent les corynébacté- 
rioses expérimentales du lapin .ont montré : 


a) Qu’en augmentant le nombre des inoculations auxquelles 
sont soumis les lapins on constate que la réticulose plasmodiale 
macrophagique régresse et conduit a une sclérose du mésenchyme 
hépato-splénique. : 

b) Que cette réticulose plasmodiale se produit tout aussi bien 
quand les bactéries sont tuées par la chaleur, quand elles sont 
détruites par jes ultra-sons, ou encore quand elles sont lysées 
par un phage. Par contre, lorsqu’elles sont hydrolysées par Vacide 
chlorhydrique ou attaquées par la ribonucléase, qui respectent le 
noyau mais désintégrent le protoplasme de la bactérie dont les 
parlies solubles sont éliminées avec les eaux de lavage, les carac- 
teres de la réticulose plasmodiale sont modifiés et la réaction 
plasmocytaire devient prépondérante. 
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Comme dans ce dernier cas la réaction allergique de sensibili- 
sation persiste, celle-ci n’a donc pas pour substratum histologique 
la réticulose macrophagique plasmodiale. 

La réticulose plasmodiale décrite, observée au cours de l’immu- 
nisation des lapins sous l’influence des injections répétées, reste 
done bien un processus inflammatoire et non tumoral, dont les 
particularités histologiques ne sauraient étre attribuées a tel ou 
tel des constituants des Corynébactéries, mais A leur ensemble. 


SUMMARY 


CIRCUMSTANCES OF APPEARANCE AND EVOLUTION 
OF THE PLASMODIAL RETICULOSIS CHARACTERIZING CERTAIN FORMS 
OF RABBIT EXPERIMENTAL CORYNEBACTERIOSIS. 


The experiments were carried out in order to dissociate the 
elements constituting rabbit experimental corynebacteriosis. They 
showed that : 

a) When increasing the number of inoculations, one states a 
decrease of the macrophagie plasmodial reticulosis and a sclerosis 
of the hepato-splenic mesenchyma. 

b) This plasmodial reticulosis is produced either when the bac- 
teria are killed by heat, or by ultrasonic waves, or when they 
are lysed by a phage. 

On the other hand, when the bacteria are lysed by HCl or by 
ribonuclease, which do not injure the nucleus but disintegrate the 
bacterial protoplasm (the soluble part of which is eliminated by 
washing), the characteristics of the plasmodial reticulosis are 
modified and the plasmocytary reaction becomes predominant. 

In this case, the sensitization reaction persists, which proves 
that the histological substrate of this reaction is not the macro- 
phagic plasmodial reticulosis. 

The plasmodial reticulosis here described, which was observed 
in the course of rabbit immunization by repeated injections, is 
then an inflammatory and not a tumoral process. The histological 
characteristics of this process cannot be ascribed to such or such 
constituent of Corynebacteria, but to the microorganism as a 
whole, 
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INTERACTIONS 
ENTRE LA CROISSANCE DES AZOTOBACTER 


ET CELLE DU MAIS 


par J. POCHON et H. de BARJAC (*). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie des Sols) 


Les interactions entre plantes et microorganismes constituent 
un sujet dont les vastes domaines sont encore presque inexplorés, 
sauf dans le cas particuher des symbioses (nodules de Légu- 
mineuses, mycorhizes d’arbres forestiers) et dans celui des infec- 
tions pathogénes. Pourtant ces interactions sont capitales. Elles 
représentent l’une des pierres de touche de la microbiologie des 
sols, puisque, par elles cette microbiologie s’impose et s’intégre 
a la physiologie végétale et 4 la botanique. D’ot l’élan donné, 
au cours de ces derniéres années, au probléme général de la 
« rhizosphére », c’est-a-dire 4 celui du complexe « racines-micro- 
organismes ». 

Il existe une infinité de représentants de ce complexe suivant 
la nature et importance de ses deux termes. Nous avons choisi, 
pour |’étudier, l'un de ces représentants, qui met en cause une 
Graminée de culture courante: le mais et une bactérie essen- 
tielle au sol parce qu’elle y fixe de l’azote : Azotobacter chroo- 
coccum. L’étude a été conduite dans un double sens, celui de 
Vaction des Azotobacter sur la croissance du mais d’une part, 
celui de laction du mais sur la croissance des Azolobacter 
d’autre part. 


I. — AcTION DE LA CROISSANCE DES Azotobacter 
SUR CELLE DU MAIS. 


a) DérAirs TECHNIQUES. — Deux types d’expériences ont été 
pratiqués : l'un basé sur le développement simultané des. Azoto- 
bacter et du mais, autre sur le développement du mais aprés 
celui des Azotobacter. 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 5 décembre 1957. 
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Dans les deux cas, le développement du mais (mais hybride 
Wisconsin 240) s’effectue en tubes de 22 mm de diamétre, fa 
graine étant déposée sur un petit support en verre, de 6 cm de 
long, placé a l’intérieur du tube et le liquide nutritif affleurant 
au niveau de l’étranglement de ce support. Avant d’y introduire 
la graine, ce disposilif est stérilisé a l’autoclave. ‘Les graines de 
mais sont stérilisées par immersion dix minutes dans Cl,Hg 
a 1 p. 1000. Aprés trois bains successifs, de trente minutes 


Vic. 1. — Dispositif expérimental de culture du mais. 


chacun, dans de l’eau distillée stérile, chaque graine est intro- 
duite stérilement dans le dispositif précédent, a l’aide d’une pince 
flambée. Les cultures sont d’abord portées quarante-huit heures 
a l’étuve a 30° C, pour hater la germination. La suite du déve- 
loppement végétal se fait a 15° C (+ 5°). Les racines poussent 
i l’intérieur du support, dont elles passent ensuite le fond pour 
continuer leur croissance 4 la base du tube de 22. En quinze 
 vingt jours, on obtient ainsi des plantules vigoureuses (fig. 1). 


b) DEVELOPPEMENT SIMULTANE DES Azotobacter Er pu mais. — Le 
but est de tester la croissance du mais avec ou sans Azotobacter. 
Vingt tubes pour culture du mais sont remplis, chacun, de 
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17 ml de miheu mannité pour Azotobacter contenant, en plus, 
1 p. 1000 de NO;K. Le milieu pour Azotobacter se compose 
de: mannite, 10 ¢@; extrait de terre, 10 ml; solution de 
Winogradsky, 50 ml; solution d’oligo-éléments, 1 ml; CO,Ca, 
0,5 g; eau distillée, gq. s. p. 1000 ml (Augier, 1956 eve 
Aprés stérilisation, 10 tubes sont ensemencés par des graines de 
mais préalablement stérilisées et 10 autres tubes a la fois par des 
graines de mais et par X gouttes, chacun, d’une culture d’Azoto- 
bacter chroococcum sur le milieu précité sans azote. 

‘La germination s’effectue normalement dans tous les tubes. Au 
bout de quinze jours, aucune différence n’est apparente entre les 
plantules croissant en absence d’Azotobacter et celles croissant 
en leur présence, si ce n’est, dans ce dernier cas, la formation 
d’une sorte de gaine bactérienne péri-radiculaire. Il est possible 
que la présence de nitrates dans le milieu, destinée a pallier une 
faim éventuelle en azote des plantes, ait, du méme coup, rendu 
ineffectifs les Azotobacter. On sait que des doses de nitrates 
supérieures 4 100 mg par litre de solution inhibent la fixation par 
ces bactéries, sans toucher a leur croissance (Delwiche et Wijler, 
1956 [2}). De plus, si les Azotobacter produisent des substances 
actives sur le développement du mais, il faut admettre que, dans 
les conditions d’expérience, ces substances n’ont ni la possibilité, 
ni le temps d’alteindre une concentration suffisante. Le dispositif 
choisi ne permet pas de prolonger |’expérience au-dela de quinze 
a vingt jours. 


c) DEVELOPPEMENT DU MAiS APRES CELUI DES Azotobacter. — 
Le but est de tester la croissance du mais avec ou sans filtrat 
de culture d’Azotobacter. Ce filtrat est employé tel quel dans 
wne premiére série d’expériences, concentré dix fois dans une 
deuxiéme série. 


Premiére série. — Une culture d’Azolobacter chroococcum 
sur milieu sans azote, avec glucose comme source de carbone, 
igée de huit jours, est filtrée sur bougie. Ce filtrat est réparti 
stérilement dans des tubes pour culture de mais. Dix tubes vides 
stérilisés recoivent 17 ml de filtrat chacun ; 10 autres tubes stéri- 
lisés avec 8,5 ml chacun du milieu mannité pour Azotobacter {1}, 
recoivent 8,5 ml de filtrat. Le témoin est fourni par 10 tubes 
stérilisés avec 17 ml de milieu pour Azotobacter. Tous les tubes 
sont ensemencés par des graines stérilisées de mais. 

Aprés quinze jours de culture, les plantules développées en 
présence de filtrat pur montrent une tendance a la diminution de 
ieur systéme radiculaire, par rapport aux plantules développées 
sur milieu pour Azotobacter. Cette tendance s’annule quand le 
filtrat est dilué au demi. Le taux en substances actives du filtrat 
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bactérien est vraisemblablement trop faible, d’ot la deuxiéme 
série d’expériences pratiquée sur filtrat concentre. 


Deuxiéme série. Azotobacter est cultivé sur milieu mannite 
sans azote [4], en fioles de Fernbach contenant 500 ml de miheu 
chacune. Apres huit jours d’incubation, 1 | de culture pacterienne 
est recueilli, centrifugé, concentré sous vide a 50° G jusqua un 
volume de 100 ml, puis filtré sur bougie. Ce filtrat concentreé est 


Fic. 2. — Racines de mais développées en absence de filtrat concentré d’Azotu- 
bacter chroococcum (les deux tubes de gauche) et en sa présence (les deux tubes 
de droite). 


réparti stérilement dans 20 tubes pour culture de mais, dont 
5 contiennent déja 14 ml d’eau de Seine, 5 autres 15 inl, 5 autres 
16 ml et 5 autres 16,5 ml. Dans chaque tube des 5 groupes pré- 
cédents sont mis respectivement 3, 2, 1, et 0,5 ml de filtrat 
de maniére & ramener partout le volume a4 17 ml. Le témoin est 
établi sur le méme schéma de 20 tubes contenant le méme volume 
d’eau de Seine, mais complété & 17 ml par le milieu mannité 
pour Azotobacter concentré dix fois, autoclavé et filtré. 

Aprés quinze jours de culture, toutes les plantules développées 
en présence du filtrat concentré montrent un systéme radiculaire 
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nettement différent de celui des plantules du groupe témoin. En 
présence de filtrat, les racines sont beaucoup plus épaisses et 
plus courtes : longueur moyenne, 7 cm; les poils absorbants ont 
un fort développement ; les racines secondaires sont pratiquement 
inexistantes. En absence de filtrat, les racines sont beaucoup plus 
minces et plus longues : longueur moyenne, 28 cm; outre les 
racines principales, se développent de nombreuses racines secon- 
daires ; enfin les poils absorbants sont moins gros (fig. 2). 

On assiste, avec le filtrat concentré d’Azotobacter chroococcum, 
a une action certaine sur Je développement radiculaire du mais, 
action du type de celle de fortes doses d’auxines : raccourcis- 
sement, épaississement. Ceci rejoint les observations de Bukatsch, 
Burger et Schluter, 1956 {3} sur la production de facteurs de 
croissance par Azotobacter. L’on sait aussi que l’acide £-indol- 
acétique figure au nombre des auxines élaborées par Azotobacter 
chroococcum. Ceci nous a incilés A comparer l’action du filtrat 
d’A. chroococcum avec celle de dilutions de cet acide. 


d) AcTIVITE AUXINIQUE DU FILTRAT DE CULTURE b’Azotobacter 
chroococcum. — En mesurant lallongement de fragments de 
racines de pois Alaska sur dilutions d’acide f-indol-acétique 
dune part et sur dilutions du filtrat précédent d’autre part, l’on 
peut évaluer Vactivité auxinique de ce filtrat par rapport a celle 
de l’acide f-indol-acétique. Il ne s’agit point d’un dosage au sens 
propre du terme puisque le filtrat testé est hétérogéene et peut 
contemr d’autres corps réagissant sur le phénoméne mesuré. II 
s’agit d’une comparaison donnant un ordre de grandeur exprimé 
en concentration d’acide f-indol-acétique. La méthode employée 
est celle indiquée par Leopold, 1955 [4]. Nous n’en répéterons 
done pas les détails techniques. Les résultats obtenus indiquent 
que le filtrat testé exerce bien une activité auxinique du type de 
celle de V’acide p-indol-acétique. Cette activité équivaut a celle 
de 1/10 de milligramme par litre d’acide p-indol-acétique. 


IJ. — AcTIon DE LA CROISSANCE DU MAIS 
SUR CELLE DES Azotobacter. 


a) Ditratts TECHNIQUES. — Le dispositif de culture du mais est 
le méme que celui précédemment décrit (§ 1). ‘La culture des 
Azotobacter s’est réalisée aussi dans le méme milieu liquide 
mannité [4]. Toutes les expériences portent sur I’étude de la 
croissance des Azotobacter en présence et en absence de filtrat 
de culture de mais. Deux types d’examens peuvent ¢étre distin- 
gués, selon que le filtrat testé est employé tel quel ou concentré 
dix fois. La encore, les résultats ne seront nets qu’avec le filtrat 
soumis & Ja concentration. 
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b) Croissance pes Azolobacter EN PRESENCE DE FILTRAT DE 
CULTURE DE MAiS NON CoNcENTRI:. — Des graines stérilisées de 
mais sont mises & germer dans 50 tubes a support stériles conte- 
nant 17 ml d’eau de Seine stérile. Aprés quinze jours de culture, 
le liquide est recueilli, fillré sur bougie et réparti stérilement 
dans 20 tubes de 17 mm de diameétre. Dix tubes, stérilisés aupa- 
ravant avec 5 ml chacun de milieu pour Azotobacter regoivent 
5 ml de ce filtrat. Dix autres, stérilisés avec 2,5 ml de milieu 
pour Azotobacter, en recoivent 7,5 ml chacun. Les témoins sont 
constilués par deux autres groupes de 10 tubes contenant les 
mémes volumes de milieu pour Azotobacter, mais, 4 la place du 
filtrat, de l’eau distillée stérile. Une concentration suffisante de 
carbone est assurée dans tous les tubes par addition de VI gouttes 
d’une solution de glucose & 80 p. 100 stérilisée par filtration. 
Les tubes sont ensuite ensemencés par V gouttes de culture 
d’Azotobacter chroococcum, mis en incubation a 30°, avec agita- 
tion journaliére. 

Les troisiéme, sixiéme, neuviéme, onziéme et dix-neuviéme 
jours, la croissance des Azolobacter dans deux tubes de chaque 
formule est mesurée a Vélectrocolorimétre de Jobin et Yvon. 
Aucune différence significative ne se produit entre les séries 
témoins. Si le mais excréte des substances actives sur la crois- 
sance des Azotobacter, les conditions d’expérience réalisées n’en 
permettent pas la production 4 un taux biologiquement décelable. 
D’ot la nécessité d’emploi d’un filtrat concentré. 


c) Croissance ves Azolobacier EN PRESENCE DE FILTRAT DE 
CULTURE DE MAIS CONCENTRE. — Des graines stérilisées de mais 
sont mises 4 germer, dans 100 tubes 4 support stériles, contenant 
17 ml de milieu pour Azotobacter [4] dilué au 1/10. Aprés vingt 
jours de culture, les plantules sont éliminées et le liquide 
recueilli. Un litre de ce liquide est ensuite concentré sous vide 
a 50° C jusqu’’ un volume de 100 ml de maniére a reconstituer 
le milieu pur pour Azotobacter (moins les prélévements éventuels 
par le végétal). Ce filtrat de cullure concentré obtenu en milieu 
pour Azotobacter est réparti dans trois cuves du biophotometre 
de Bonét-Maury, 4 raison de 10 ml par cuve. Les trois autres 
cuves, utilisées comme témoins, recoivent, chacune, 10 ml de 
milieu normal pour Azotobacter. ‘Les six cuves sont ensemencées 
par IV gouttes de culture d’Azotobacter et incubées A 30° dans le 
biophotométre, avec agitation magnétique. 

La croissance des Azotobacter dans les six cuves, enregistrée 
automatiquement pendant trois jours, montre que le “filtrat 
concentré de culture de mais est doué de propriétés inhibitrices. 
Sur filtrat le développement des Azotobacter est en effet freiné 


transmission 
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par rapport a celui sur témoin. L’expérience a été répétée avec 
un nouveau filtrat obtenu de la méme maniére et ses résultats ont 
été identiques. Nous donnons ici la courbe moyenne de crois- 
sance sur filtrat et sur témoin, moyenne déduite chaque fois de 
6 courbes (fig. 3). L’action inhibitrice du filtrat y apparait net- 
lement. 

L’examen microscopique aprés coloration corrobore cet effet 
néfaste du filtrat concentré. Dans les 6 cuves de filtrat ense- 


témoin 


201) ete es —filtrat 


¢ 2 2h %6 48 60 72 
heures 
Fie. 3. — Courbe de croissance moyenne d’Azolobacter chroococcum en absence 


“émoin) ou en présence (filtrat) de filtrat concentré de mais. 


mencées les Azotobacter sont moins nombreux ‘que dans les 
6 cuves témoins et surtout ils s’y présentent en majorité, sous 
des formes atypiques, formes d’involution géantes, allongées ou 
parfois sphériques (fig. 4). Dans les cuves lémoins, au contraire, 
leur aspect est typique et leur prolifération abondante. Il est 
i remarquer que cette modification morphologique des Azolo- 
bacter sous l’action du filtrat concentré de mais n’est pas héré- 
ditaire, car les formes anormales repiquées sur milieu gélosé 
mannilté a l’extrait de levure (type Wrigt) redonnent des formes 
typlques normales, I] ne peut s’agir non plus d’une action indi- 
recte, par déficience en certains éléments minéraux du filtrat de 
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culture (prélevés par le mais) par rapport au milieu normal pour 
Azotobacter. En effet si l'on dilue de moitié ce filtrat de culture 
avec du milieu normal pour Azotobacter, l’action inhibitrice reste 
intacte et les mémes formes aberrantes apparaissent. 

Une derniére vérification du pouvoir inhibiteur du filtrat de 
culture concentré de mais vis-a-vis des Azotobacter a 6té faite 


~** 


Fic, 4. — Formes géantes d'Azolobacter chroococcum 
développées sur filtrat de mais. 


— 


a Taide des anneaux de Huxley. Le filtrat est déposé dans les 
anneaux de Huxley sur de la gélose-pomme de terre coulée en 
boite de Petri et ensemencée par II gouttes de culture d’Azoto- 
bacter étalées en surface. Incubation & 30°. Autour des anneaux 
ayant recu le filtrat se produit une zone claire de lyse totale des 
Azotobacter de 3 & 4 mm d’épaisseur. Ensuite vient une zone de 
lyse partielle puis la zone de développement normal. L’examen 
microscopique confirme ces observations. 
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CONCLUSIONS. 


Du filtrat de culture liquide d’Azolobacter chroococcum 
concentré sous vide au 1/10 de son volume exerce, sur le déve- 
loppement radiculaire du mais, une action du type de celle des 
auxines a forte dose. Il se produit un raccourcissement et un 
épaississement intenses des racines. Si l'on compare l’action de 
dilutions de ce filtrat et celle de dilutions d’acide p-indol-acétique 
sur lVallongement de fragments de racines de pois Alaska, le 
filtrat se comporte sensiblement comme s'il contenait 0,1 mg 
p- 1000 d’acide f-indol-acétique. 

Inversement, du filtrat de culture liquide de mais, concentré 
sous vide au 1/10 de son volume, exerce une action inhibitrice 
sur la croissance des Azotobacter. Cette action peut aller jusqu’a 
la lyse des bactéries et se manifeste essentiellement par l’appa- 
rition de formes atypiques, géantes, d’involution. 


SUMMARY 


INTERACTIONS BETWEEN THE DEVELOPMENT OF Azotobacter 
AND OF CORN. 


A culture filtrate of Azolobacler chroococcum, when concen- 
trated in vacuo to 1/10 of its volume, acts on the development 
of corn roots. This action is similar to that of high doses of 
auxines : the filtrate induces a marked shortening and a thicke- 
ning of the roots. The activity of several dilutions of the filtrate 
has been compared with the activity of dilutions of f-indol-acetic 
acid on the lengthening of fragments of Alaska pea roots : the 
activity of the filtrate equals the concentration of 0,1 mg p. 1000 
of f-indol-acetic acid. 

On the other hand, a corn culture filtrate concentrated in 
vacuo to 1/10 of its volume, possess an inhibitory activity on the 
development of Azotobacter. This activity can be so strong as 
to lyse the bacteria and is essentially evidenced by the appearance 
of atypical, giant involution forms. 
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RESISTANCE NATURELLE DU LAPIN 
A L’INFECTION EXPERIMENTALE 
PAR PLASMODIUM BERGHEI 


ANALYSE DES FACTEURS IMMUNOLOGIQUES 
par M. G. FABIANI et Mle J. ORFILA (*). 


(Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Médecine d’Alger) 


Le lapin n’est pas réceptif a Plasmodium berghei. Dés leur 
premier mémoire, Vincke et Lips rapportaient qu’ils n’avaient 
pu infecter le lapin adulte [4], ce que devaient confirmer Raffaele 
et Baldi [2], Adler et Yoeli [3]. De méme Warburg a signalé 
qu’aprés nijecti on intraveineuse de sang de hamsters impaludés 
a des lapins, ceux-ci furent saignés cinq, six, dix-huit, vingt et 
quarante- -huit heures plus tard et leur sang injecté 4 des souris ; 
dans un seul cas le résultat fut positif [4]; mais ces observations 
ne valent que pour l’adulte puisque Deschiens et Lamy ont 
constaté la réceptivité du lapin nouveau-né [5]. Il y a done !a 
un exemple intéressant de ce probléme d’ immunologie générale 
qu’est la plus grande sensibilité du jeune animal aux infections, 
et l’on peut espérer, de l’étude de ce cas particulier, tirer des 
déductions d’une portée plus générale. 

Nous avons essayé d’analyser le mécanisme de cette résistance 
de l’animal adulte, car le paludisme provoqué par cet hémato- 
zoaire présente une particularité précieuse pour l’expérimenta- 
tion : le parasitisme électif des réticulocytes. Comme nous l’avons 
montré, les variations spontanées ou provoquées de la réticulo- 
cytose entrainent des variations de méme sens de la parasitémie, 
tant que l’immunité spécifique n’est pas apparue [6]. Singer [7], 
Zuckerman [8] ont confirmé ces faits. Grace a ce parasitisme 
électif nous avons pu rechercher si la résistance du lapin était 
liée 4 une absence de réceptivité des hématies ou si, au contraire, 
un facteur humoral en était responsable. 

Mais au préalable nous avons répété les expériences antérieures 
pour nous assurer que la souche plasmodiale employée (Kb 17) 
était toujours dépourvue de virulence pour le Japin adulte. Nous 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 décembre 1957. 
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nous sommes méme placés dans des conditions devant a priori 
faciliter le développement du paludisme : soit aprés augmenta- 
tion provoquée de la réticulocytose, soit aprés splénectomie, 
encore que la rate ne joue qu’un faible réle dans Ja résistance 
naturelle a P. berghei {9}. 


I. — EssaI D' IMPALUDATION DU LAPIN. 


A. Aputtr. — Quatre lapins, présentant une réticulocytose 
élevée a la suite de plusieurs saignées (les trois premiers) ou 
injection de chlorhydrate de phényl-hydrazine (le quatriéme), 
recoivent 250 millions d’hématies parasitées de souris par vole 
intrapéritonéale et 250 millions par voile intraveineuse ; un cin- 
quiéme lapin splénectomisé est imoculé par vole intraveineuse 
avec 1 cm* de sang de rat fortement parasité. Chez tous ces 
animaux, les examens de sang pratiqués une, deux et vingt-quatre 
heures plus tard sont négatifs. 

Enfin, un lapin adulte subit Vinjection de 2 cm® de sang d’un 
lapereau impaludé mais tres faiblement parasité (1 hématozoaire 
pour 1000 hématies). On ne peut déceler de parasites sur les 
frottis sanguins ; notons cependant qu’une des quatre souris, qui 
ont regu du sang prélevé Je lendemain de cette inoculation, est 
infectée. 


B. Nouveau-NE. — Sept nouveau-nés, agés de moins de 24 h, 
sont impaludés avec 0,2 cm* de sang de souris fortement para- 
sitées. Trois animaux rejetés par leur mére meurent quelques 
heures plus tard. Deux autres meurent deux jours aprés |’impalu- 
dation : il y a de trés rares hématies parasilées, et ce sont des 
réticulocytes. Les deux derniers meurent au cinquieme jour, leur 
parasitémie étant respectivement de 3 et de 0,5 pour 100 hématies. 

Il est donc bien établi que le lapin adulte ne peut contracter le 
paludisme a P. berghei, alors que le lapereau est réceplif a cette 
infection. Cet état réfractaire de l’adulte est-i] hé a un facteur 
général humoral, transmissible par le sérum, ou a une absence 
de réceptivité des hématies ? 


Il. — ReEcHERCHE D’UN FAGTEUR HUMORAL 
DE LA RESISTANCE NATURELLE. 


A. Nous avons employé la technique du fest de séroprotection 
mise au point pour le paludisme du rat [410]: des rats ou des 
souris recolvent dans le péritoine un volume connu du sérum 
& éprouver et une heure plus tard ces animaux et des témoins 
sont inoculés par la méme vole avec une méme quantité d’hématies 
parasitées (80 millions en général). Dans ces conditions, une 
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injection de 0,5 cm* de sérum de lapin adulte est faite a 4 souris 
sans influer sur le paludisme ultérieur. Mais chez 8 souris et 
2 rats qui ont recu 1 cm’ de ce sérum, on remarque un allon- 
gement de la période prépatente qui, pratiquement nulle chez les 
iémoins, dure de deux a quatre jours, 

Par contre, le sérum de lapin nouveau-né (agé de 48 h), réceptif 
au paludisme, est dépourvu de tout pouvoir protecteur quand on 
Vinjecte a la souris. 


B. RECHERCHE DE L’ACTION CURATIVE DU SERUM DE LAPIN. — 
Dix souris sont trailées en cours de paludisme par des injections 
quotidiennes de 0,5 cm* de sérum. Chez trois, aucun effet n’est 
décelable. Chez cing autres la parasitémie est plus faible que ne 
laisse prévoir le taux des réticulocytes. Enfin, chez les deux der- 
niéres souris, on observe une diminution de la parasitémie qui 
devient trés faible malgré une réticulocytose élevée ; mais cette 
action ne se prolonge pas au-dela du cinquiéme jour et malgré 
la répétition des injections de sérum, Jl infection sanguine 
augmente et la mort survient. 


C. EXPLICATION DE L’ACTION DU SERUM. — Pour essayer d’expli- 
quer cet effet du sérum, nous ajoutons 4 du sang de souris impa- 
ludée une quantité égale de sérum de lapin adulte ; le mélange 
est placé 4 l’étuve a 387° pendant une heure. Un frottis de ce sang 
dilué montre alors d’importantes altérations morphologiques du 
parasite : vacuoles dans le cytoplasme, fragmentation du noyau 
en pJusieurs petites masses chromatiques lui donnant un aspect 
pulvérulent. ‘Les souris qui recoivent une injection intrapéri- 
ionéale de ce mélange globules rouges de souris + sérum de 
lapin ne présentent pas d’infection, alors que le paludisme se 
développe chez les témoins qui sont inoculés avec la méme quan- 
lité de globules rouges parasités, mais ayant été mis en contact 
avec de l’eau physiologique et non avec du sérum de lapin. 

Quand ce mélange d’hématies parasitées et de sérum de lapin 
n’est réalisé qu’au moment de l’injection, on observe seulement 
par rapport aux témoins un allongement de la période prépatente. 
Et quand le mélange est injecté sous la peau et les globules 
rouges parasités dans le péritoine, |’évolution du paludisme n’est 
pas modifiée. I] semble donc que le sérum du lapin adulte agisse 
directement sur les hématies parasitées. 


III. — Erupe pu FACTEUR CELLULAIRE. 


Les hématies du lapin nouveau-né peuvent étre parasilées par 
P, berghei; en est-il de méme pour celles de l’adulte ? Pour 
répondre a cette question, il nous faut dissocier le facteur 
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humoral du facteur globulaire, c’est-d-dire rechercher si les glo- 
bules rouges du lapin adulte, séparés du plasma qui contient ce 
facteur humoral ait pour les hématozoaires, peuvent étre para- 
sités, 


A. PRINCIPE DE L’EXPERIENCE. — I] consiste a mettre en contact, 
pendant un temps prolongé, des hématies parasitées appartenant 
& une espece animale sensible telle que la souris, avec des 
hématies de lapin, et a rechercher ensuite si ces derniéres sont 
parasitées. Et la technique doit done aboutir a une véritable 
culture d’hématozoaires et & permettre de distinguer les cellules 
sanguines de lapin de celles de souris. 


Dans Jlintention de résoudre la premicre difficulté, nous 
employons la technique que nous pouvons appeler de la « cavité 
péritonéale close » : des souris sont préparées par trois injec- 
lions intrapéritonéales de sang normal pratiquées a trois jours 
dintervalle. Il en résulte une inflammation aseptique qui diminue 
beaucoup la perméabilité de la séreuse; les hématies qu’on 
y injecte ensuite ne passent guére ou pas du tout dans la circula- 
tion générale, mais se trouvent cependant dans des conditions 
permettant une longue survie. Nous pouvons ainsi injecter dans 
le péritoine d’animaux prépar¢és des hématies parasitées de souris 
et des hématies de lapin. 

Afin de distinguer les hématies de ces deux espéces, deux 
techniques, hématologique et immunologique, sont employées 
parallélement. D’une part, nous recourons 4 des globules rouges 
Vage différent. Les hématies de lapin sont surtout des hématies 
jeunes, polychromatophiles ou réticulocytes, obtenues en provo- 
quant chez cet animal une anémie importante par des saignées 
répétées et en prélevant son sang quand il contient plus de 
50 p. 100 de réticulocytes. Et le sang de souris impaludé est 
prélevé vers le quatricme ou cinquieme jour de la maladie; il 
y a alors, comme nous l’avons montré [44, 42], une breve période 
pendant laquelle le sang ne contient plus de réticulocytes, et les 
hématozoaires se développent dans les érythrocytes mars. Il est 
donc possible, quand on ponctionne la cavité péritonéale de 
Vanimal en expérience, d’affirmer que les réticulocytes, libres 
ou parasilés, apparliennent strement au lapin ; ils ne peuvent 
provenr ni de la souris qui a fourni le sang parasité, ni de 
celle qui a regu ce mélange de sang, car ses propres réticulocytes, 
(ailleurs peu nombreux, ne peuvent pénétrer dans la cavité péri- 
tonéale. 

Une technique classique d’immunologie permet aussi la discri- 
mination de lorigine des hématies. Nous avons préparé un sérum 
hémolytique anti-souris en injectant 4 un lapin des globules rouges 
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de souris. Le scrum lyse uniquement les globules rouges de souris 
et laisse intacts ceux du lapin. 


B. Tecuniour. — Neuf souris, dont le péritoine a été prépareé 
par des injections de sang deux semaines auparavant, regoivent 
chacune un mélange de 100 millions d’hématies parasilées (éry- 
throcytes acidophiles) de souris et de 300 millions d’hématies (qui 
sont en majorité des réticulocytes) de lapin ; ces hématies ont été 
préalablement lavées trois fois et mises en suspension dans de 
l'eau physiologique. Des ponctions de la cavité péritonéale sont 
{faites trois, six et dix-huit heures aprés cette inoculation et 
examinées comme il a été dit plus haut. 


C. Risutrar. — Le parasitisme des hématies jeunes, ou réti- 
culocytes, apparait 4 la troisiéme heure. A la dix-huitiéme heure, 
il atteint 1 p. 100 des hématies. I] n’y a alors aucun globule rouge 
parasilé dans le sang circulant. L’épreuve d’hémolyse confirme 
que les hématies polychromatophiles parasitées ne sont pas des 
hématies de souris. 


IV. — Discussion. 


Le lapin adulte présente une résistance naturelle au paludisme 
produit par injection de trophozoites de P. berghei, résistance que 
mi augmentation de la réticulocytose sanguine, ni la splénectomie 
n’ont pu vaincre. Méme l’inoculation 4 un animal adulte du sang 
de lapin nouveau-né et impaludé n’a produit aucune infection. 
Tout au plus peut-on observer, aprés |’injection de sang parasité, 
la persistance d’hématozoaires pendant quelques heures. Par 
contre, le lapin nouveau-né est réceptif a cette impaludation. Nos 
ebservations n’ont done fait que confirmer, en apportant quelques 
précisions, des nolions bien établies. 

Mais la différence de réceptivité de l’adulte et du nouveau-né 
pose un probléme d’immunologie générale dont il peut étre inté- 
ressant d’analyser le mécanisme. Nous l’avons étudiée en appli- 
quant les techniques que nous avions mises au point pour le 
paludisme du rat et de la souris, et en recherchant séparément 


l’action du sérum sanguin sur les parasites et la réceptivité des 
hématies. 


Nous avons constaté que le sérum de l’animal adulte produit 
des altérations morphologiques importantes des hématozoaires. 
Aussi ce sérum, injecté préventivement, retarde-t-il le développe- 
ment de l’infection. Rappelons les conclusions de Warburg : Je 
sérum de lapin prolonge la période prépatente a la condition que 
Vinoculat soit peu important. I] est intéressant de noter que cette 
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propriété sérique fait défaut chez le nouveau-né, réceptif au 
paludisme. 

Le sérum du lapin adulte peut aussi exercer un effet curatif 
mais seulement temporaire, méme si l’on répéte les injections. 
Ii y a dans cette efficacité éphémére un fait remarquable que nous 
avons déja observé avec les sérums de rats ou de souris immuns : 
leur action ne se prolonge pas au-dela du quatriéme ou du 
cinquiéme jour, quelle que soit la dose ou la durée de cette 
sérothérapie. 

Une autre constatation, qui mérite d’étre rapportée, est la 
réceplivité des globules rouges du lapin adulte ; ils peuvent étre 
parasilés par P. berghei quand le facteur humoral ne s’y oppose 
pas. Ici encore, on remarque une affinité de cet hématozoaire 
pour les réticulocytes. 


CONCLUSIONS. 


La résistance naturelle du lapin adulte a V infection par Plasmo- 
dium berghei est due a un facteur humoral, présent dans le sérum 
de Vadulte et faisant défaut chez le nouveau-né, qui est réceptif 
i ce paludisme. Ce facleur sérique provoque in vilro des altéra- 
tions morphologiques des parasites; in vivo, chez la souris, :] 
prolonge la période prépatente ou peut exercer un effet curatif 
temporaire. Par contre, les globules rouges du lapin adulte peu- 
vent étre parasités par cet hématozoaire quand le facteur humoral 
ne s’y oppose pas. 


SUMMARY 


NATURAL RESISTANCE OF RABBITS TO EXPERIMENTAL INFECTION WITH 
Plasmodium berghet. 
STUDY OF THE IMMUNOLOGICAL FACTORS. 


The natural resistance of adult rabbits to inoculation of 
P. berghei is due to a humoral factor, which is present in the 
serum of adult animals and absent in that of new-born rabbits ; 
new-born animals are receptive to this Plasmodium. In vitro, the 
serum factor induces morphological alterations of the parasite. 
Jn vivo, in mice, it prolongs the incubation period or may have 
a temporary curative effect. However, erythrocytes of adult 
rabbits can be infected with P. berghei in the absence of the 
humoral factor. 
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A PROPOS D’INFECTIONS INTESTINALES 
A ALCALIGENES FAECALIS ET DE LEUR ANALOGIE 
AVEC LES SYNDROMES INTESTINAUX 
A MORAXELLA LWOFFI 


par P. LE NOC et G. MOUSTARDIER (*). 


(Salles militaires de ? Hépital Jean-Martial, Cayenne, 
ef Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine 
et de Pharmacie de Bordeaux) 


A la suite de sa découverte dans des produits anne as veiee 
divers : sang, pus, selles diarrhéiques ou dysentériques, le réle 
pathogéne d’Alcaligenes faecalis a été signalé par plusieurs 
auteurs (Rochaix et Marotte [16]; Lafforgue [42]; Oeding [44]; 
Vallé, Braga et Wey, Terry et coll., Bischolf et coll., ” Severi 
cités par Hauduroy [10] et, trés récemment, par Enjalbert et 
coll., [8] et par Tran-Van-Tho [47)). 

En Guyane Francaise, son role pathogene a déja été démontré 
plusieurs fois par H. Floch et ses collaborateurs, qui l’ont mis 
en évidence dans une hémoculture [7], dans les selles dysenté- 
riques d’un nourrisson atteint de gastro-entérite infantile [5] et 
dans le pus d’un abcés hépatique [4]. Dans tous ces cas, un pou- 
voir pathogéne certain avait été attribué au germe isolé et, du 
point de vue thérapeutique, on avait sienalé la résistance de 
certaines souches d’A. faecalis vis-a-vis du chloramphénicol. Trois 
nouveaux cas d’infection intestinale sévére, d’allure typhoidique, 
survenus chez des militaires en service en Guyane Francaise, 
viennent renforcer cette notion de pouvoir pathogéne réel d’un 
germe, considéré comme un commensal banal du tube digestif. 

Alors que la tendance bactériologique actuelle est de rapprocher 
Alcaligenes faecalis et Moraxella lwoffi et de les inclure dans !e 
méme genre (Brisou [4] et Floch [8}), l'étude clinique des syn- 
dromes intestinaux dus 4 ces deux germes semble, également, 
favoriser ce rapprochement. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, stance du 5 décembre 1957. 
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Voici les trois observations cliniques, recueillies par Yun de 
nous, de malades hospitalisés dans les salles militaires de | Hopital 
Jean-Martial 4 Cayenne. 


OpseRvation I. — For... André, 21 ans, se présente & la consultation 
le 17 décembre 1956 avec le tableau clinique suivant, survenu de fagon 
brutale : température A 40° avec frissons et céphalée trés violente, pouls 
dicrote et dissocié (50 pulsations/minute), douleurs abdominales pré- 
dominant au niveau du cdlon droit, avec météorisme abdominal, 
gargouillement cecal A la palpation et diarrhée glaireuse (4 selles par 
jour). 

Depuis quelques jours le malade présentait une selle diarrhéique 
matinale. I] n’existe ni angine, ni splénomégalie. Le malade est alors 
admis 4 l’hdpital de Cayenne et l’on pratique, dés son entrée, une 
hémoculture et une coproculture. Dans les jours suivants, la tempé- 
rature se maintient en plateau, entre 39° et 40°, le pouls est toujours 
dissocié et dicrote et la diarrhée persiste avec 3 a 5 selles par jour. 
Le tuphos est apparu le deuxiéme jour et les bruits du coeur se sont 
assourdis avec une tension artérielle abaissée 4 Max. 9-Min. 6. 

Les différents examens de laboratoire pratiqués a |’Institut Pasteur 
de Cayenne donnent les résultats suivants : recherche d’hématozoaires 
négative, hémoculture négative et coproculture positive pour un bacille 
Gram-négatif, identifié comme étant un Alcaligenes faecalis, ce germe 
existant seul dans les selles. 

La formule sanguine s’établissait ainsi: 57 p. 100 de polynucléaires 
neutrophiles, 1 p. 100 de polynucléaires éosinophiles, 4 p. 100 de mono- 
nucléaires et 38 p. 100 de lymphocytes, donc neutropénie avec lympho- 
mononucléose. 

Aprés les divers prélévements, le malade est soumis A un traitement 
antibiotique par le chloramphénicol (2 g/jour), associé aux vitamines 
du groupe B et aux ferments lactiques, et & un traitement tonicar- 
diaque. 

Au cinguiéme jour, la température tombe 4 38°2, mais remonte le 
soir méme a 40° et s’y maintient le sixiéme jour, alors que le pouls 
reste dissocié et les selles identiques. On remplace alors le chloram- 
phénicol par la néomycine (2 g/jour), ce qui améne, dés le huititme 
jour, une chute thermique en lysis régulier jusqu’d l’apyrexie au 
quinziéme jour. Entre temps, le pouls s’est remis en rapport avec !a 
lempérature au onziéme jour et les selles se sont normalisées le 
treiziéme jour, avec une seule selle moulée par jour. Au dix-huitiéme 
jour, on pratique une nouvelle coproculture, qui s’avére négative, et 
Ja formule sanguine est redevenue normale. Le malade ne présentera 
rien d’autre par la suite et un séro-diagnostic de la typhoide, pratiqué 
avant ]’exéat, donne des chiffres normaux pour un sujet vacciné anté- 
rieurement. 


Oss. II. — Fel... Roger, 21 ans, se présente A la consultation le 
18 décembre 1956, un jour aprés le cas précédent, avec un tableau 
cliniqne identique, survenu également de facon brutale : température 
’ 39°6 avec frissons et céphalée violente, pouls dissocié (60 pulsa- 
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luons/minute) et dicrote, douleurs abdominales droites, météorisme 
abdominal, gargouillement cecal et diarrhée glaireuse. 

Le malade est également hospitalisé et une hémoculture et une 
coproculture sont demandées. Dans les jours suivants, la température 
se maintient a 39°5, le tuphos apparait, le pouls reste dissocié avec 
assourdissement des bruits du coeur et tension artérielle & Max. 10- 
Min. 7, et la diarrhée persiste avec 5 & 6 selles glaireuses par jour. 

Les examens de laboratoire pratiqués 4 1’Institut Pasteur de Cayenne 
donnent les résultats suivants: recherche d’hématozoaires négative, 
hémoculture négative et coproculture positive pour un germe Gram- 
négalif, identlifié comme étant un Alcdligenes faecalis, qui est retrouvé 
seul dans les selles. 

La formule sanguine est la suivante: 49 p. 100 de polynucléaires 
neutrophiles, 1 p. 100 de polynucléaires éosinophiles, 1 p. 100 de mono- 
nucléaires et 49 p. 100 de lymphocytes. 

Dés les prélévements pratiqués, on institue un traitement antibio- 
tique par le chloramphénicol (2 g/jour) associé aux vitamines B et aux 
ferments lactiques. Aprés une chute de la température, le troisiéme 
jour, celle-ci remonte 4 39°2 et s’y maintient les quatriéme et cinqui¢me 
jours avec un tableau clinique 4 peine amoindri. 

La néomycine (2 g/jour) est alors substituée au chloramphénicol et 
un lysis s*amorce au sixiéme jour pour aboutir a l’apyrexie le onzi¢me 
jour. Le pouls s’est raccordé avec la température le neuviéme jour et 
les selles se sont normalisées. 

Le malade sort guéri et, au moment de ]’exéat, le séro-diagnostic de 
la typhoide donne des chiffres normaux pour un sujet antérieurement 
vacciné. 


Oxss, Il]. — Pet... Roger, 21 ans, se présente a la consultation ie 
10 juin 1957. Son affection a débuté sur un mode progressif durant un 
septénaire. Il accuse des douleurs abdominales au niveau du _ cédlon 
droit, une céphalée intense et une constipation opinidtre depuis cing 
jours. La température est & 38° et le pouls en rapport avec la tempé- 
rature. L’examen clinique met en évidence un météorisme abdominal, 
un gargouillement cecal, une légére augmentation de volume et une 
douleur provoquée 4 la palpation du foie et de la rate. Un traitement 
symptomatique n’apporte aucune amélioration et la température monte 
progressivement pour atteindre 39°5 le huitiéme jour. Un certain degré 
de prostation est apparu, la céphalée persiste et le pouls s’est dissocié 
de la température (65 pulsations/minute). La tension artérielle est 
4 10,5-7 et la constipation est toujours opiniatre. 

Le malade est alors hospitalisé et les divers examens de laboratoire 
pratiqués a l'Institut Pasteur de Cayenne donnent les résultats sui- 
vants : recherche d’hématozoaires négative, hémoculture négative et 
coproculture positive pour un bacille Gram-négatif, identifié par la 
suite comme étant un Alcaligens faecalis. La formule sanguine 
s’établit ainsi : 53 p. 100 de polynucléaires neutrophiles, 1 p. 100 de 
polynucléaires éosinophiles, 3 p. 100 de mononucléaires et 43 p. 100 de 
lymphocytes. 

Le malade est mis, dés Jes prélévements pratiqués, 4 un traitement 
antibiotique par le chloramphénicol (2 g/jour) qui, dans ce cas, pro- 
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voque rapidement une chute de la température, un retour du pouls 
a la normale et un transit digestif régulier. Le séro-diagnostic de Ja 
typhoide pratiqué pendant la convalescence a été négatif. 


* 
kk 


L’étude critique de ces trois observations permet de dégager 
quelques points importants : 


1° Du poInr DE VUE CLINIQUE. — Ces affections ont évolué sous 
un mode pseudo-typhique avec une température en plateau, aprés 
un début brutal ou progressif, un pouls dissocié et dicrote, une 
atteinte cardiaque avec chute tensionnelle rapide, des douleurs 
intestinales, surtout localisées au niveau du cdlon droit, avec 
météorisme abdominal et gargouillement cecal, et de la diarrhée 
ou de la constipation. Ces signes cliniques avaient fait porter, 
au début, le diagnostic de fiévre typhoide ou paratyphoide. 


2° Du poINnT DE VUE BIoLoGIguE. — 'L’examen hématologique 
a toujours montré une neutropénie avec lympho-mononucléose. 

L’hémoculture est restée stérile et la coproculture a permis de 
mettre chaque fois en évidence un germe Gram-négatif qui s’est 
avéré, a lidentification, étre un Alcaligenes faecalis (ce gui a 
permis de mettre hors de cause un bacille typhique ou para- 
typhique et d’infirmer le diagnostic de la fiévre typhoide). 

Le séro-diagnostic de la typhoide s’est montré négatif dans les 
trols cas. 


3° Du POINT DE VUE THERAPEUTIOQUE. — Le chloramphénicol, a 
dose journaliére assez élevée, s’est montré inactif dans deux cas, 
dans lesquels la néomycine a eu une action rapide et remarquable. 
Ceci montre tout l’intérét qu’il y a, dans de telles affections, 
a rechercher la sensibilité du germe isolé aux différents anti- 
biotiques. 


4° Du POINT DE VUE EPIDEMIOLOGIQUE. — Dans les deux premiers 
cas, qui se sont succédé a vingt-quatre heures d’intervalle, 
Venquéte épidémiologique a révélé une origine alimentaire pos- 
sible de infection. En effet, les deux malades avaient ingéré, 
dans les jours précédents, des sorbets et des limonades de fabri- 
cation locale, qui avaient pu étre préparés a partir d’une eau 
souillée. 

Dans le troisiéme cas, |’enquéte est restée négative. 

On ne peut, pour aucun de ces trois cas, parler d’accident de 
substitution de flore, car ces trois malades n’avaient pas recu 
d’antibiotiques avant leur maladie. 
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L’étude clinique des infections intestinales & Alcaligenes faecalis 
se rapproche étrangement des syndromes intestinaux dus A 
Morazella lwoffi. En effet, les signes majeurs de ces derniéres 
infections sont également une température a 40° en plateau, un 
pouls nettement dissocié de la température, des douleurs de la 
fosse iliaque droite avec gargouillement cecal et de la diarrhée, 
ce qui fait souvent porter le diagnostic de fiévre typhoide. 

Moraxella lwoffi a été isolé de différents produits patholo- 
giques et c’est ainsi gue Piéchaud et ses collaborateurs [45] ont 
étudié 26 souches de ce germe, isolées a partir du L. C.-R., des 
selies, de pus divers, de sérosités et de liquide d’ascile ; que 
R. Martin et ses collaborateurs [43] ont isolé M. lwoffi chez deux 
malades atteints de méningite purulente, et que S. Henriksen [44] 
a étudié plusieurs souches de Morarella isolées d’urines, de 
crachats et de mucus rhino-pharyngé. 

En Guyane Frangaise, Floch et Mailloux [9] ont publié récem- 
ment deux observations d’infections intestinales, d’allure typhique, 
dans lesquelles l’hémoculture s’est avérée positive avec isolement 
d’une souche de M. lwofft. 

Signalons, également, que Floch [6] avait, précédemment, isolé 
ce méme germe dans la bile B d’un malade présentant une cholé- 
cystite ayant succédé a des manifestations intestinales avec fiévre. 

Cette analogie des syndromes cliniques, provoqués par ces deux 
germes, semble bien confirmer la valeur de la classification bac- 
tériologique proposée par Brisou et Prévét [2], qui, du point de 
vue de la systématique bactérienne, ont réuni les deux germes 
dans la tribu des Achromobactereae en Jes classant l'un, Alcali- 
genes faecalis, dans le genre Achromobacter (espéces mobiles) ot 
il le dénomme Achr. fecaloides, et l’autre, Moraxella lwoffi, dans 
le genre Acinelobacter (especes immobiles), ou il est dénommé 
Acin. lwofft. 

I] n’est donc pas étonnant que ces deux germes, trés voisins 
du point de vue antigénique, puissent étre les agents pathogénes 
d’affections intestinales également trés proches du point de vue 
clinique. 


R&suME ET CONCLUSIONS. 


Les auteurs rapportent trois observations cliniques de malades 
atteints d’infection intestinale, de type pseudo-typhique, dans 
lesquelles la coproculture a mis en évidence un germe Gram- 
négalif, quia été identifié comme étant un Alcaligenes faecalis, 
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alors que l’hémoculture est restée stérile et que le séro-diagnostic 
de la typhoide était négatif. 

Ces trois observations concernent des militaires en service en 
Guyane Francaise, ot le réle pathogéne de ce germe a déja été 
démontré plusieurs fois par Floch et ses collaborateurs. 

Il existe une analogie patente entre ces infections intestinales 
a A. faecalis et les syndromes intestinaux dus a M. lwofft, ce der- 
nier germe ayant déja été isolé par Floch et Mailloux dans des 
infections intestinales, d’allure typhique. 

Cette analogie clinique semble bien confirmer la valeur de la 
classification bactériologique proposée par Brisou et Prévét, qui 
classent ces deux germes dans la tribu des Achromobactereae, l'un 
dans le genre Achromobacter (Achr. fecaloides) et autre dans 
le genre Acinetobacter (Acin. lwoffi). 


SUMMARY 


INTESTINAL INFECTIONS INDUCED By Alcaligenes faecalis 
AND THEIR ANALOGY WITH THE INTESTINAL SYNDROMS INDUCED 
BY Morazella lwoffi. 


Three clinical observations of patients suffering from intestinal 
pseudo-typhoid infections. In stool cultures a Gram-negative 
microorganism has been demonstrated and identified as Alcali- 
genes faecalis, although blood cultures and serodiagnosis were 
negative. 

The three patients were French soldiers serving in French 
Guiana, a country where the pathogenicity of this germ has been 
demonstrated several times. 

There is a marked analogy between intestinal infections induced 
by Alcaligenes faecalis and intestinal syndroms due to Morazella 
lwofft; this last germ has already been isolated by Floch and 
Mailloux in intestinal infections presenting a typhoid course. 

This clinical analogy seems to confirm Brisou and Prévot’s 
classification, which places these two germs in the Achromobac- 
tereae, the one in the genus Achromobacter (Achr. faecalis), the 
other in the genus Acinetobacter (Acin. lwoffi). 
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L’INFECTION EXPERIMENTALE DU HAMSTER 
PAR LE MYCOBACTERIUM BALNEI 


par A. SAENZ fils (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose 
: (Chef de Service : M. Bretey)) 


Depuis quelques années le réle des bacilles paratuberculeux 
du genre Mycobacterium en pathologie retient de plus en plus 
l’attention. Une connaissance plus approfondie de leurs carac- 
iéres bactériologiques et des lésions qu’ils provoquent chez les 
animaux de laboratoire peut permettre maintenant de les diffé- 
rencier. Les mycobactéries qui déterminent chez l’homme des 
lésions de la peau ont fait objet de nombreux travaux. 

En 1948, Mac Callum et coll. [4] décélent en Australie dans 
six ulcérations cutanées la présence d’un germe de ce type qu’on 
dénomme a l’heure actuelle Mycobacterium ulcerans. 

En 1951, Hellerstrém [2] et Cleveland [3] démontrent la parti- 
speule évidente de bacilles acido-résistants dans diverses lésions 
dermiques sans pouvoir cependant les classer. La méme année, 
Norden et Linell [4] étudient & Orebre en Suéde, chez 70 bai- 
gneurs, des lésions papuleuses puis ulcéreuses de la peau du 
coude. Dans 4 cas ils isolent des plaies un bacille acido- 
résistant quils identifient avec un germe du méme type trouvé 
en raclant les parois de la piscine. Ils établissent alors du point 
de vue clinique l’antécédent commun chez tous les sujets d’une 
éraflure produite généralement au coude lors du bain. Dans 
50 cas ils peuvent étudier par biopsie au point de vue histolo- 
gique les lésions cutanées et ils se trouvent en présence d’un 
tissu de granulation de type tuberculoide ; ils décrivent ses carac- 
teres bactériologiques, ses exigences pour la culture, l’influence 
de la température sur sa croissance, et son pouvoir pathogéne 
expérimental étudié chez le lapin, le cobaye et la souris. 

L’inoculation de M. balnei par voie intraveineuse a la souris 
produit, aprés une incubation de quelques semaines, des abcés 
et des ulcérations fréquentes au niveau de la peau, des pattes, 
de la queue et du scrotum. 

Dans une étude plus compléte en 1954 [5], des essais d’inocu- 
lation a d’autres espéces animales demeurent infructueux. Chez 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 décembre 1957. 
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le hamster, ces mémes auteurs, en employant la voie intrapéri- 
lonéale avec des doses massives, n’arrivent a déterminer que des 
abcés localisés au scrotum qui quelquefois s’ulcérent. 

Celte méme année, Leach et Fenner [6] étudient la croissance 
de Mycobecterium balnei dans le milieu liquide de Dubos a diffé- 
rentes températures et sa sensibilité aux antibiotiques. 

Dans un travail plus récent Fenner [7] reprend V inoculation 
intrapéritonéale et intranasale de la souris. Il étudie également 
la voile intraveineuse, qui détermine des lIésions constantes et 
souvent la mort de l’animal. Il préconise, d’autre part, comme 
test-diagnostic de ce germe son inoculation a faible dose dans 
le tissu cellulaire de la plante de la patte, ce qui produit, dans 
un délai assez court, d’abord une tuméfaction, puis une pustule 
suivie ou non d’ulcére [8]. Ce méme auteur emploie également 
ce rongeur pour étudier limmunité homologue et hétérologue de 
M. balnei et de M. ulcerans. L’animal de choix restait donc la 
souris. 

Dans le présent travail, nous avons repris le probléme de 
inoculation de M. balnei au hamster et nous avons eu la surprise 
de voir se reproduire chez ce rongeur — par vole sous-cutanée ct 
intrapéritonéale a des doses moyennes — le méme type de lésions 
que celles obtenues précédemment par les différents auteurs chez 
la souris. La souche de Mycobacterium balnei utilisée dans nos 
expériences est une souche d’origine humaine, isolée a partir 
dune lésion dermique d’un malade. A cet égard, il convient de 
rappeler que les auteurs suédois et australiens distinguent deux 
sortes de souches différentes : les souches X obtenues directement 
de malades et les souches K20 qui proviennent des raclages effec- 
tués sur des parois de piscine. Il n’y a aucune différence entre 
elles du point de vue bactériologique et expérimental. 


Erube in vitro. 


La souche que nous avons employée pour nos inoculations fut 
repiquée réguliérement tous les vingt et un jours sur gélose ordi- 
naire, milieu de Loewenstein-Jensen, pomme de terre glycérinée 
ou milieu liquide de Dubos (1). 

Sur gélose ordinaire, a la température du laboratoire, appa- 
rition de colonies de petite taille gris jaunatre ; 4 33°, les colonies 
deviennent plus confluentes et légérement filamenteuses. 

Sur milieu de Loewenstein-Jensen, les colonies confluent rapi- 
dement et forment un enduit jaune orangé sous l’influence de la 
lumiére a la température du laboratoire. Méme aspect a 383°, 


(1) Nous tenons & remercier M™*® F, Grumbach de l’obligeance qu’elle 
a eue de nous fournir cette souche, envoyée 4 son Jaboratoire par le 
professeur Jensen. 
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mais la couleur des colonies est d’un jaune plus pale et la 
multiplication est plus rapide. BH 

La pomme de terre ylycérinée nous parait un milieu de culture 
de choix pour ce bacille. Déja Linell et Norden avaient noté que 
la croissance se trouve facilitée par la présence de glycérine dans 
le milieu de Loewenstein, a condition que la concentration en 
glycérine ne soit pas inférieure 4 5 p. 100. Dans des milieux 


os) 


Fic. 1. — (Microphoto.) Forme in vitro, aspect des bacilles provenant d’une 
culture pure sur milieu a l'ceuf Loewenstein-Jensen. Objectif 80, oculaire 6. x 1 000. 


i Voeuf préparés expressément sans glycérine, la croissance fut 
mauvaise et presque nulle. 

Sur la pomme de terre glycérinée, Mycobacterium balnei donne 
toujours une culture luxuriante sous forme d’un enduit jaune 
orangé, lisse, 4 la température ordinaire et a la lumiére du labo- 
ratoire. Cet aspect S peut se changer en R. A 38° la culture est 
aussi riche, mais les colonies apparaissent plus différenciées et 
mamelonnées, d’un jaune plus pale. Lorsque la culture vieillit et 
envahit toute la surface de la pomme de terre, il se forme dans 
la partie liquide a l’extrémité des tubes de Roux un déchet jau- 
natre assez abondant, mais il n’y a jamais formation de voile. 
Cependant, dans les cultures jeunes, vers le quarantiéme jour, 
un voile peut apparaitre dans les cultures trés riches. 
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En milieu de Dubos les colonies apparaissent rapidement; au 
bout de quarante-huit heures il se produit déja une croissance 
visible 4 ceil nu, la pigmentation apparait définitive au bout de 
sept jours comme pour les milieux a l’ceuf; il se forme un 
dépét coloré au bout de cing ou six jours en forme de pastille 
au fond du tube, qui augmente progressivement & mesure que la 
culture vieillit. 


Frc. 2. — (Microphoto.) Forme in vivo d’infestation, bacilles allongés obtenus au 
moment de l’apparition de l’érythéme nodulaire. Objectif 80, oculaire 6. x 1000. 


Du point de vue morphologique, c’est un bacille du genre 
Mycobacterium, Gram-positif et acido-résistant. 

Il est catalase-positif, la réaction au rouge neutre est négative. 
A lexamen microscopique on note que les germes se présentent 
sous deux formes différentes aprés coloration au Ziehl-Nelsen. 

a) La forme in vitro de cullure pure, qu’on retrouve également 
sur les milieux d’isolement a partir d’ensemencements d’organes 
comme nous le verrons. 

Le germe se présente en amas de batonnets bien colorés, d’une 
longueur de 1,5 a 2,5 p et d’une épaisseur de 0,2 a 0,4 w; sou- 
vent l’aspect est streptobacillaire (fig. 1). 

b) La forme in vivo ou forme d’infestation (fig. 2 et 3). 

Les bacilles se présentent allongés, placés souvent bout 4 bout 
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en forme de grains de rosaire; la coloration est bipolaire et il 
existe un espace clair au centre de chacun d’eux; il y a des 
bacilles trés ramifiés qui forment de longues chaines et l’on peut 
compter souvent plus de 10 microorganismes placés bout a bout. 
Comme nous le verrons, ces formes sont toujours présentes au 
sein des lésions obtenues expérimentalement chez le hamster et 
dans divers ganglions que nous indiquerons. Nous verrons par 


fic, 3. — (Microphoto.} Forme in vivo d’infestation, frottis du pus d’une pustule 
montrant des bacilles trés ramifiés en chapelet avec coloration bipolaire. 
Objectif 80, oculaire 6. x 1 000. 


ailleurs que leur apparition et leur nombre varient selon 1|état 
de la lésion cutanée, qui présente elle-méme un cycle. 


ETuDE in vivo. 


Nous avons choisi pour l’infection une culture sur milieu de 
Loewenslein-Jensen en pleine croissance et Agée de 12 jours. 

Quinze hamsters (Mesocriceius auratus) adultes, d’un poids de 
110 4 120 g, furent inoculés avec M. balnei: 


7 avec une dose de 1 mg, 
4 avec une dose de 1/10 de mg, 
4 avec une dose de 1/100 de mg. 
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Pour chaque lot et a chaque dilution deux hamsters furent 
injectés par la voie intrapéritonéale, les autres uniquement par 
vole sous-cutanée. Le temps d’observation des animaux fut de 
cent cinquante jours a partir de l’inoculation. 


Lésions externes. — Dans tous les cas et quelle que fat la voie 
d’inoculation, aprés une période d’incubation variable, apparition 
tout @abord d’une zone inflammatoire d’érythéme nodulaire, puis 
formation d’une pustule qui finit par se transformer bien souvent 
en ulcére et se couvre d’une crotte plus ou moins épaisse pour 
se cicatriser et disparaitre généralement. 

Ce cycle lésionnel se produit toujours sur la peau de la péri- 
phérie, dans des zones d’élection bien déterminées ; nous en avons 
trouvé quatre qui sont par ordre de fréquence: les coussinets 
plantaires de la patte, les zones antérieures ou latérales para- 
articulaires de celle-ci, la queue et enfin les doigts de la patte. 
Ceux-ci enflent démesurément, chaque doigt devient une poche de 
pus qui plus tard s’ulcére. 

Les lésions sont généralement multiples, elles affectent toujours 
plus d’une patte et fréquemment la queue ; bien que trés courte 
chez le hamster celle-ci est souvent le sicge de pustules et d’ulcé- 
rations considérables. 

Il nest pas rare, d’autre part, si l'on prolonge Vobservation 
assez longtemps, de voir se cicatriser les lésions et, quelque temps 
apres, de les revoir apparaitre 4 un autre endroit d’élection jus- 
quwalors indemne. La rapidité d’apparition chez Vanimal des 
lésions, et l’évolution complete de celles-ci pour arriver jusqu’au 
stade de Vulcére, sont en relation directe avec la dose employée. 

Avec des doses de 1 mg, le nodule survient entre le vingt et 
uniéme et le trentiéme jour; la pustule entre le trenti¢me et le 
quarantiéme jour, et l’ulcére entre le cinquantiéme et le soixan- 
tiéme jour, 

Avec des doses de 1/10 de milligramme, les chiffres les plus 
fréquents sont le trentiéme, le quarantiéme et le soixanti¢me jour 
pour les trois types lésionnels respectivement. 

Avec le 1/100 de milligramme, les délais s’allongent; il y a 
formation de nodule au cinquantiéme jour, la pustule bien évidente 
apparait entre le soixante-cinquiéme et le soixante-dixiéme jour 
et il se produit généralement une résorption de celle-ci et l’ulcére 
ne se forme pas. 

L’attitude des hamsters, quand les lésions siégent aux deux 
pattes postérieures, est caractéristique : ils évitent de poser leurs 
pattes a terre et prennent appul uniquement sur leur arriére-train. 

Les photographies qui accompagnent ce travail illustrent aspect 
des lésions externes, observées toujours a Ja périphérie de la 
peau (fig. 4 a 10). Des bacilles acido-résistants se trouvent dans 
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Fic. 4. — Pustule obtenue au vingt-huititme jour par l’inoculation I/P de 1 mg 


de M. balnei. 


Fic. 4a, — Pustule obtenue au trente-deuxitme jour par l’inoculation I/P 
de 1/10 de mg de M. balnei. 


toutes les lésions périphériques que nous venons de décrire. Ils 
sont peu nombreux au début du cycle quand le nodule apparait. 
Vers Ja fin de la troisiéme semaine, les polynucléaires et les 
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Fic. 5. — Pustule avec 1/100 de mg de M. balnei 
survenue le quarante-huilisme jour apres l’inoculation par voie S/C. 


Fic. 6. — Léstons pustuleuses de deux des doigts de la patte obtenues vingt- 
huit jours aprés V’inoculation de 1 mg de M. balnei par voie S/C. 


macrophages les englobent (voir fig. 10); ils augmentent alors 
en nombre pour devenir trés nombreux au moment de la forma- 
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tion de la pustule: le pus jaunatre qui la remplit fourmille 
d’éléments acido-résistants ayant l’aspect que nous avons décrit 
plus haut. Lorsque l’ulcére se forme, les bacilles sont déja moins 
nombreux ; d’autre part, il peut y avoir a ce moment une infection 
secondaire banale qui intervient et qui les masque. 


Fie. 7. — Uletre d’aspect chancroide obtenu avec 1/10 de mg de M. balnei 
cinquante-cing jours aprés l’inoculation par voie S/C. 


Fic. 8. — Ulceére daspect chancroide obtenu avec 1 mg de M. balnei 
cinquante-deux jours aprés l’inoculation par voie S/€. 


Méme aprés guérison et cicatrisation de la lésion, nous avons 
encore trouvé, quatre mois aprés Vinoculation, de nombreux 
bacilles qui persistent in situ. 

Dans l’abcés au point d’inoculation, dans le ganglion inguinal 
externe correspondant et dans les ganglions sous-maxillaires, on 


retrouve la méme forme d’infestation que dans les lésions péri- 
phériques. 


INFECTION DU HAMSTER PAR M. BALNEI 451 


Les lésions internes viscérales sont praliquement inexistantes et 
nont pas de caractére spécifique. Chez tous les animaux inoculés 
par vole sous-cutanée, 11 se produit au point d’inoculation un 


Fic. 9. — Cicatrisation dans le coussinet plantaire de Ja lésion 
soixante-cing jours aprés Jlinoculation de 1 mg par voie S/C. 


Fic, 10. — (Microphoto.) Phagocytose avant la formation de Ja pustule par les 
monocytes et les polynucléaires des bacilles acido-résistants. Objectif 80. 
oculaire 6. x 1 000. 


petit abcés qui persiste généralement jusqu’au troisiéme mois, 
contenant du pus jaunatre, bien délimité entre les faisceaux mus- 
culaires et qui ne se fistulise généralement pas. Au quatriéme et 
au cinquiéme mois, cet abes finit par se résorber progressive- 
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ment. ‘Le ganglion inguinal externe correspondant au point d’ino- 
culation se trouve eénéralement hy pertrophié et visible. Le reste 
de lappareil lymphatique est normal si lon excepte les deux 
groupes de ganglions sous-maxillaires. Chez le hamster, il existe 
une disposition “anatomiquie parliculiére. Cet animal posséde, en 
effet, des deux cdtés de la ligne médiane, une poche séreuse qu'il 
remplit eénéralement de grains ou d’air, ce qui lui donne aspect 
d’avoir des « bajoues ». Cette poche est trés superticielle, elle 
se trouve directement sous la peau; a sa paroi postérieure 11 
existe un peloton de graisse qui recouvre les ganglions qui sont 
deux de chaque cété, en contact eux-mémes avec le tronc veineux 
principal du cou. Aprés Vinoculation, ces ganglions sous-maxil- 
laires deviennent nettement plus visibles; c’est un fait constant. 

En plus de Vabcés au point d’inoculation, du ganglion inguinal 
et des ganglions sous-maxillaires, lorsque Vinfection a été faite 
par vole intrapéritonéale, il existe au sein des anses intestinales 
un abeés qui se résorbe rapidement ; quand la dose injectée a été 
de 1/100 de milligramme, on ne voit que quelques points jaunatres 
éparpillés dans le mésentére. 

‘Le reste des viscéres est sain, on ne trouve aucune Jésion sur 
les anses intestinales, ies reins, le foie ou les poumons. Chez 5 
sur 11 animaux inoculés avec 1 mg ou un 1/10 de milligramme, 
tant par vole sous-culanée que par vole intrapéritonéale, nous 
avons trouvé une splénomégalie qui apparait entre le troisiéme et 
le quatriéme mois aprés lVinoculation. Mais la rate ne présente 
aucune lésion : elle a seulement triplé de volume. Le tableau 1 


Tarteau 1. — Résultats de l’ensemencement par la méthode décrite 
de l’abcés, des ganglions inguinaux externes, des ganglions sous- 
maxillaires et des: organes internes. 


ion Doane sie vers Ganglion | Sapgigne Rete Foie ,Peunen 
Img S/c]| I0 9 56 ry) 
| Img S/C 6 "| 25 0) 12 
elingasy iC 7 6 25 ) II 
Img I/P 5 6 23 i I3 
I/I0mg S/c 6 ) 17 ) 20 
I/IOmgI/ P 3 6 I5 I II 
I/100mg I/P 4 3 I3 I 25 
I/I00mg S/@ 3 ir 5 i 0 I4 


Le chiffre qui indique le nombre des colonies est la moyenne de trois tubes 
ensemencés chaque fois. 
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résume les lésions trouvées chez les animaux inoculés avec ces 
différentes doses par voie sous-cutanée ou intrapéritonéale. 

Du point de vue histologique il n’y a rien de spécifique ; une 
légére infiltration interstitielle lymphocytaire des parois alvéo- 
laires, quelques discrets amas de cellules blanches le long des 
espaces de Kiernan, et dans la rate, surtout lorsqu’il y a spléno- 
mégalie, une augmentation des centres germuinatifs jane 

L’influence de la température sur le comportement de Myco- 
bacterium balnei est primordiale. C’est elle qui détermine les 
localisations périphériques chez l’animal et la disparition de 
lacido-résistance du germe lorsqu’il envahit les organes internes. 
En effet, les frottis des organes internes (poumon, foie, rate) 
colorés au Ziehl-Neelsen ne révélent aucun élément acido-résis- 
tant; dans de rares cas un germe apparait tous les 20 champs. 
Par contre, on observe assez souvent Ja présence de batonnets 
qui ne prennent pas le Ziehl. 

C’est ce fait qui nous a poussé, malgré l’absence de toute 
lésion interne viscérale, a effectuer dans plusieurs cas la culture 
des organes internes en plus de celle de Vabcés et des ganglions. 


Méthode de culture. — 0,5. g du matériel & ensemencer est 
trituré dans un mortier et on le mélange soigneusement avec 
2 cm’ d’une solution d’acide sulfurique & 4 p. 100 au contact 
duquel on le laisse quinze minutes. On ajoute II gouttes d’une 
teinture de tournesol stérile et on neutralise avec une solution de 
soude 4 30 p. 100 jusqu’au virage lilas rose qui correspond & un 
pH 6,8 a4 7,2. On ensemence le produit tel que dans trois tubes 
de ‘Loewenstein-Jensen. Ils sont placés dans Vobscurité a 33°. 
température optima pour la croissance, comme |l’ont montré 
Linell, Norden et Fenner [4]. Les colonies poussent assez rapi- 
dement sur ce milieu d’isolement. Dans tous les cas positifs 
celles-ci apparaissent entre le huitiéme et le dixiéme jour aprés 
l’ensernencement. Elles sont plates, lisses, d’un jaune clair légé- 
rement rosé; elles se pigmentent fortement si on les expose a la 
lumiére du jour. Séparées au début, elles fusionnent bientot en 
un enduit jaune orangé qui s’étend le long du tube. Les résultats 
obtenus dans 8 cas sont indiqués dans le tableau I ot les lectures 
ont été faites sur des éléments bien isolés avant leur confluence, 
huit jours aprés l’apparition des colonies, c’est-a-dire quinze 
jours apres |l’ensemencement. 

Fenner [7], en étudiant l’infection expérimentale de 1a souris 
par vole intraveineuse avec M. balnei, n’a jamais isolé de colo- 
nies en grand nombre par lensemencement méme de 10-? mg 
d’organes internes. Il parle de quelques rares colonies isolées 
dans les tubes de culture. Chez le hamster, a partir de l’abcés, 
nous avons pu obtenir quelques colonies, mais leur nombre 
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diminue rapidement, car a partir du quatri¢me mois labces 
commence déja a se résorber. Le ganglion inguinal externe 
correspondant au point d’inoculation donne toujours une quan- 
tité assez constante de colonies, mais il est intéressant de noter 
que la culture des ganglions sous-maxillaires est toujours posi- 
tive; c’est toujours elle la plus riche et la plus abondante de 
toutes les cultures obtenues de lésions périphériques. 

Quant aux organes internes, l’ensemencement de la rate reste 
presque toujours négatif, mais le foie donne des cultures non 
négligeables, de méme que le poumon avec des fragments de 
1/100 de milligramme, méme quatre mois apres |’inoculation. 

Les frottis de ces colonies colorés au Ziehl-Neelsen donnent 
toujours des éléments acido-résistants ayant la forme de ceux des 
cultures in vilro que nous avons deécrites. 


CONCLUSIONS. 


1° M. balnei se présente sous deux aspects bien distincts du 
point de vue microscopique : celui de la culture in vitro et celui 
de l’infestation in vivo. 

2° Le meilleur milieu d’isolement est celui de Lcewenstein- 
Jensen. Pour l’entretien et la conservation de la souche, la pomme 
de terre glycérinée produit toujours des cultures luxuriantes a Ja 
température optima de croissance qui est de 33°. 

3° L’inoculation au hamster par voile sous-cutanée ou intra- 
péritonéale reproduit les mémes lésions que celles qu’on trouve 
chez la souris en employant la voie intraveineuse. 

4° M. balnei, plus saprophyte que pathogéne, envahit cepen- 
dant tous les tissus de l’animal inoculé ; le type, le nombre et le 
siége des lésions sont conditionnés par la température qui régne 
& la périphérie. 

5° Il est possible de récupérer des colonies typiques a la tem- 
pérature favorable de croissance (33°), huit a dix jours aprés 
lensemencement a partir des lésions externes que nous avons 
décrites, du ganglion inguinal externe correspondant au point 
d’inoculation et des ganglions sous-maxillaires. Malgré l’absence 
de lésions interncs viscérales spécifiques, les cultures du foie et 
du poumon donnent toujours des résultats positifs. 

6° L’inoculation au hamster de M. balnei a des doses de 1 mg 
ou de 1/10 de milligramme par voie sous-cutanée ou méme intra- 
péritonéale, permet peut-¢tre d’arriver a un diagnostic de l’infec- 
tion ; la sensibilité de cet animal a l’inoculation égale celle de la 
souris. 

Le type des lésions, l’apparition, au stade de la pustule, de 
germes acido-résistants sous la forme d’infestation, si caracté- 
risiique, la mise en évidence par la culture de colonies typiques 
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aprés un temps d’incubation de huit 4 dix jours, sont les éléments 
principaux qui définissent l’infection expérimentale du hamster 
par M. balnei. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL INFECTION 
OF HAMSTERS witH Mycobacterium balnet. 


1° M. balnei presents two different aspects : one in the in vilro 
cultures, and another in the in vivo infection. 

2° For isolation, the Loewenstein-Jensen medium is the most 
appropriate. For maintenance and preservation of the strain, 
glycerinated potato always yields abundant cultures ; the optimal 
temperature is 33° C. 

38° Subcutaneous or intraperitoneal inoculation into hamsters 
induces the same lesions as intravenous inoculation into mice. 

4° M. balnei is more saprophytic than pathogenic ; however it 
develops in all the tissues of the inoculated animal. The type, 
number and site of the lesions are determined by the environ- 
mental temperature. 

5° From the external lesions, the external inguinal gland corres- 
ponding with the site of inoculation and the sub-maxillary gland, 
it is possible to obtain typical colonies at the optimal temperature 
(33° C) in eight to ten days. 

In spite of the absence of specific visceral lesions, cultures of 
liver and lung always yield positive results. 

6° Subcutaneous or intraperitoneal inoculation of M. balnei 
(1 meg or even 0,1 mg) into hamsters may allow the diagnosis of 
the infection, the sensitivity of hamsters being the same as that 
of mice. 

The main characters of hamsters experimental infection with 
M. balnei are : type of lesions, appearance of acid-fast germs at 
the pustule stage, appearance of typical colonies after eight to 
ten days culture. 
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RECHERCHE 
DE SUBSTANCES DE GROUPES SANGUINS 
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L’antigéne J des bovins, découvert par Stormont [1] est déce- 
lable sur les globules rouges de certains de ces animaux 4 l'aide 
d’une isohémolysine naturelle. Les bovins, qui portent cet anti- 
géne sur leurs globules rouges, le possédent également dans leur 
plasma a l'état soluble (Mary Yeas) [2]. ‘L’antigéne J soluble est 
méme rencontré dans le plasma de certains bovins ne possédant 
pas Pantigéne sur leurs globules rouges. Stone et Irwin [8] ont 
ainsi distingué trois catégories d’individus : 

1° Jes chez lesquels l’antigéne est a la fois globulaire et plas- 
matique ; 

2° Js chez lesquels l’antigéne est seulement plasmatique ; 

3° j? qui ne possédent pas l’antigéne et peuvent présenter Viso- 
hémolysine naturelle anti-J. 

L’un de nous a confirmé avec A. Eyquem [4] la valeur de cette 
classification. 

Neimann-Sgrensen, Rendel et Stone [5] ont, d’autre part, établi 
la parenté de l’antigéne J bovin avec l’antigéne A humain et 
Vantigéne du mouton désigné par R (Andersen, Ycas) mieux 
nommé A ovin dés 1924 (Bialosuknia et Kaczkowski, Brebant, 


Millot (6]) puisqu’il correspond aA Visoanticorps naturel prin- 


cipal des moutons. 

Eyquem et Podliachouk [7] ont montré que l’antigéne A du 
pore correspondant a l’isoanticorps naturel principal dans cette 
espéce, participe également 4 cette communauté et que le sérum 
de certains chiens et de certaines chévres contient des substances 


(*) Boursier de l’Académie des Sciences de Pologne. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 décembre 1957. 
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inhibitrices pour l’isohémolysine bovine anti-J et les isoagelu- 
tinines anti-A humaine, ovine et porcine [4]. 

Il nous a semblé intéressant de rechercher si certains anti- 
génes bovins, notamment l’antigéne J, peuvent étre présents 
dans la salive des bovins et d’étudier, dans ce cas, les relations 
entre la sécrétion salivaire des antigénes, leur taux dans le plasma 
et leur présence sur les érythrocytes. Nous avons recherché 
parallelement la sécrétion salivaire des substances A et B 
humaines chez les mémes animaux. 


TECHNIQUE. 


PRELEVEMENT DE LA SALIVE. — ‘La salive, recueillie directement 
dans un tube, est immédiatement diluée a 1/20 dans l’eau physio- 
logique pour éviter le phénoméne d’absorption non _ spécifique 
(Wiener). Elle est portée pendant vingt minutes au bain-marie 
a 100° C pour inactiver les enzymes. 

La réaction d’inhibition est réalisée a l’aide d’un anticorps de 
référence titrant 1/8 (hémolysines bovines, agglutinines humaines 
anti-A et anti-B). 

L’unité de substance, que nous avons choisie arbitrairement, 
est la plus petite quantité capable d’inhiber totalement cet anti- 
corps de référence. 

On met 0,05 ml d’anticorps de référence dans des tubes conte- 
nant 0,05 ml du liquide 4 examiner (sérum ou salive) dilué de 
1/2 a 1/1024 dans l’eau physiologique. Aprés un séjour de trente 
minutes a la température du laboratoire, on ajoute dans chaque 
tube I goutte de suspension 4 2-3 p. 100 de globules rouges por- 
teurs de l’antigéne correspondant. 

Dans le cas d’une hémolysine, aprés quinze minutes de contact 
& la température du laboratoire, 0,05 ml de complément de lapin 
est ajouté dans tous les tubes; la lecture est effectuée suivant 
la technique habituellement utilisée dans l’étude des groupes 
sanguins des bovidés. 

Dans le cas d’une agglutinine, la lecture est faite 4 l’aide d’un 
miroir concave au bout de trente minutes aprés une minute de 
centrifugation a 1500 t/mn. 

Pour chaque sérum ou salive examiné, un tube témoin contréle 
absence de pouvoir agglutinant ou hémolytique de ce liquide 
pour les globules rouges utilisés. On ajoute également un tube 
témoin de l’activité du sérum de référence, ot le liquide a exa- 
miner est remplacé par 0,05 ml d’eau physiologique. Pour les 
liquides inhibant partiellement l’anticorps dans le premier tube 
du titrage, la technique suivante est utilisée. 

On mélange le liquide a étudier (0,1 ml) et l’anticorps de réfé- 
rence (0,1 ml). Aprés un séjour de trente minutes 4 la tempéra- 
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ture du laboratoire on titre ce mélange. Réactions comme précé- 
demment. Comme témoin, on réalise un titrage de l’anticorps de 
référence, le liquide a examiner élant remplacé par de l'eau 
physiologique. 

La salive recueillie contenant parfois des débris alimentaires, 
nous avons examiné les aliments absorbés par les bovins et avons 
constaté qu’ils ne possédaient aucun pouvoir inhibiteur vis-a-vis 
de l’isohémolysine anti-J ou de Visoagglutinine anti-A humaine. 


R&SULTATS. 


1° Antickne J bovin. — Les taux de substance J dans la salive 
et dans le sérum ont été recherchés comparativement chez 
76 bovins. Le tableau I groupe les résultats. 


TasBLeau I. 


ELATION ENTRE LES TAUX SALIVAIRES ET SERIQUES DE SUBSTANCE J 
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Unités de substance J dans la salive Groupe 
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Ce tableau donne les taux de substance J dans le sérum en 
fonction des taux trouvés dans la salive. 

Les chiffres se trouvant dans les cases indiquent le nombre 
d’animaux possédant les mémes coordonnées. La derniére colonne 
donne le groupe sanguin relativement a la substance J. Elle 
permet de subdiviser le tableau a l’aide de deux axes paralléles 
aux abscisses. On constate, en effet, que les bovins porteurs de 


Unites de substance J dans le sérum 
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la substance J sur leurs globules rouges possédent un taux élevé 
de cette substance dans leur sérum (82 A 256 unités) ; au contraire, 
les bovins sur les globules rouges desquels l’antigéne J n’est 
pas décelable possédent parfois cette substance dans leur sérum, 
mais a un taux inférieur a 32 unités. Deux animaux seulement 
sont marqués d’un astérisque parce qu’ils font en quelque sorte 
exception a cette régle : ils ne possédent pas l’antigéne J sur 
leurs globules, bien que le taux sérique de substance soit chez 
eux relativement élevé (82 et 64 unités). Leur groupe sanguin Js 
les situerait donc dans la zone immédiatement inférieure du 
tableau. 

Tout ceci s’accorde avec les résultats de Stone et Irwin qui 
pensent que la substance J du sérum se fixerait secondairement 
sur les globules rouges si son taux atteint un niveau lminaire. 
Ces auteurs observent cependant, comme nous, un petit nombre 
d’exceptions figurées par des animaux dont les globules rouges 
sont J-négatifs bien que le taux sérique de substance soit relati- 
vement élevé. Nous pensons avec eux qu’un facteur autre que le 
taux sérique pourrait intervenir dans la fixation par les globules 
rouges de la substance J. I] est possible qu’une structure diffé- 
rente de la surface globulaire, par exemple, soit a l’origine du 
comportement particulier des érythrocytes de certains animaux. 

Les taux salivaires de substance J sont environ vingt fois plus 
élevés que les taux sériques. De plus, des animaux ne possédant 
pas la substance J dans leur sérum peuvent posséder des quan- 
tités appréciables de substance J salivaire (160 unités). Mais les 
échantillons de salive sont dilués a 1/20 et il est possible que 
parmi les 14 bovins négatifs eux-mémes, certains possédent de 
petites quantités de substance J salivaire non décelables dans les 
échantillons dilués. En revanche, tous les animaux renfermant 
la substance dans leur sérum paraissent la sécréter dans leur 
salive ; il n’existerait donc pas chez les bovins d’individus « non 
sécréteurs » de substance J. 

‘La répartilion des chiffres sur le tableau est assez remarquable. 
Ils s’orientent grossiérement suivant la diagonale ayant pour 
origine le point zéro correspondant 4 l’absence de substance J. 
It semble donc exister un certain rapport entre les taux de sub- 
tance dans la salive d’une part, dans le sérum d’autre part, les 
taux salivaires élevés correspondant a des taux sériques élevés. 
A six exceptions prés, le taux salivaire ne dépasse pas 160 unités 
si le titre sérique n’excéde pas 16 unités. 


2° AntIGENES Bovins : A, O, F. — La recherche de ces anti- 
génes a ]’état soluble dans le sérum et la salive des 13 bovins 
choisis parmi les précédents a été conduite a l'aide: 1° d’un 
isoimmunsérum bovin contenant les deux hémolysines anti-A et 
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anti-O, étudié vis-a-a-vis : a) de globules rouges A, b) de globules 
rouges O, c) de globules rouges AO; 2° d’un isoimmunsérum 
bovin anti-F étudié vis-a-vis de globules rouges : FF et FV. 

Bien que les antigénes érythrocytaires A, O, F soient fréquem- 
ment présents chez les bovins étudiés, aucun pouvoir inhibiteur 
de Ja salive ou du sérum n’est observé vis-a-vis de ces différents 
systémes. 


3° Anricknes nuMAINS A er B. — Les substances de groupes A 
et B humaines ont été recherchées également dans la salive des 
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Fic. 1. 


76 bovins. Aucune inhibition de JVagglutinine anti-B n’est 
observée. Quant 4 la substance A, 20 bovins sur 76 la renferment 
dans leur salive 4 des taux trés variables (20 a 1 280 unités). II 
est intéressant de comparer la sécrétion salivaire de la substance J 
bovine et de la substance de type A humaine chez les mémes 
animaux. Les courbes de la figure 1 permettent cette comparaison. 

En abscisse figurent les numéros des bovins rangés par ordre 
de taux salivaires décroissants de substance J (les numéros 
avec + sont ceux des bovins appartenant a la catégorie Jes), En 
crdonnée se trouve Véchelle en progression géométrique des 
unités de substance. Deux axes paralléles aux ordonnées corres- 
pondent a la classification des bovidés en J positifs (Jes), J néga- 
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tifs avec antigéne sérique (Js) et J négatifs vrais (j*). On remarque 
parmi les J¢s six bovins J® faisant exception parce qu’ils ne sont 
pas porteurs de l’antigéne J globulaire malegré leur taux salivaire 
élevé. 

A Vexamen des courbes, on constate un certain parallélisme 
entre la sécrétion salivaire des antigeénes J bovin et A humain. 
Les bovins Jes, qui sécrétent 320 a 5120 unités de substance J, 
sécrétent également la substance A a un taux en général élevé : 
40 a 1 280 unités (1 exception). 

Quatre bovins J* sécrétent 80 a 160 unités de substance J ct 
20 unités seulement de substance A humaine. 

Les autres bovins J* ne paraissent pas sécréter la substance A 
humaine ou la sécrétent a un taux trop faible pour qu’elle soit 
décelable dans les échantillons de salive dilués a 1/20. 

Enfin les bovins j*, qui ne sécrétent pas l’antigéne J bovin, ne 
paraissent pas étre sécréteurs de l’antigeéne A humain. I] semble 
toutefois que l’on puisse conclure A une dualité des deux sub- 
stances si l’on tient compte de certaines irrégutarités de la courbe 
pour la substance A. I] est difficile, cependant, de pousser trés 
loin la comparaison & cause de la nature trés différente des anti- 
corps : hémolysine anti-J bovin et agglutinine anti-A humain. 


Resumes. 


La recherche de substances de groupes sanguins dans la salive 
de 76 bovins montre que les anltigénes J bovin et A humain 
peuvent ¢tre présents dans cette sécrélion a des taux supérieurs 
aux taux de ces substances dans le sérum. 

Leur taux salivaire est en rapport étroit avec le groupe san- 
guin J des animaux examinés. Les bovins J* présentent des taux 
salivaires plus élevés que les bovins Js et a fortiori que les 
bovins j*, lequels sécrétent rarement ces substances et a des taux 
irés faibles. 

Nous n’avons pas décelé, dans la salive des bovidés étudiés, 
la présence des antigénes érythrocytaires bovins A, O, F et 
humain B sous forme soluble. 


SUMMARY 


EXAMINATION OF BOVINE SERUM AND SALIVA 
FOR THE PRESENCE OF SOLUBLE BLOOD GROUP SUBSTANCES. 


Saliva of 76 bovines has been examined for the presence of 
blood group substances. Bovine J antigen and human A antigen 
are found in saliva and their level is sometimes higher than in 
serum. 
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There is a narrow relationship between the salivary level of 
these substances and the J group of the animals: J°* animals 
possess higher salivary levels than Js animals and a fortiori than 
j? animals, which seldom secrete these substances and always 
at low levels. 

It has not been possible to demonstrate in cattle saliva bovine 
AOF and human B antigens under a soluble form. 
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STRUCTURE GRANULAIRE 
DU CYTOPLASME BACTERIEN 


par Louis COLOBERT et Pierre LOUISOT (*) 
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et Marie-Thérése HAMON). 
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108, boulevard Pinel, Lyon) 


La mise en évidence des altérations électives provoquées par 
Vemploi d’enzymes ou d’autres agents biologiques constitue un 
procédé classique de cytologie également utilisable en microscopie 
électronique. Mais il est indispensable de différencier parfaite- 
ment ces altérations spécifiques de celles, banales simplement, 
provoquées par les manipulations des bactéries dans des condi- 
tions physico-chimiques non physiologiques. Dans ce mémoire, 
nous montrons que, la plupart du temps, ces altérations pré- 
sentent une uniformité remarquable, indépendante de la nature 
de agent agressif, qui permet de les distinguer facilement de 
celles provoquées par des agents électifs, enzymatiques notam- 
ment. 


I. — M&rnHopEs ET TECHNIQUES. 


Les souches bactériennes que nous avons utilisées sont les sui- 
vantes : Eberthella typhi (O-901 et TY 2), Salmonella para A, 
Salmonella para B, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Sarcina flava 
variété P [8] et Bacillus megaterium. 

La dissolution de la paroi des salmonelles par le lysozyme 
a été réalisée par une adaptation [4] de la technique de 
Repaske [415]. 


(*) Manuscrit recu le 2 décembre 1957. 
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Le microscope électronique est de marque Philips. Toutes les 
préparations ont été simplement séchées a l’air et non fixées. 
I’ombrage est réalisé au palladium suivant la méthode de Wil- 
liams ct Backus [22]. 


Il. — Erupr EXPERIMENTALE. 


1° UNIFORMITE DES ALTERATIONS MORPHOLOGIQUES NON SPECIFIQUES. 
— On peut décrire trois stades dans l’évolution des altérations 
présentées par les bactéries placées dans des conditions physico- 
chimiques défavorables. A état normal, aucune structure interne 
n’est nettement observable au microscope électronique; en 
revanche, dés le début de l’agression, le corps bactérien prend 
un aspect mamelonné: le protoplasme parait constitué d’un 
nombre limité de granules de taille relativement homogéne 
(environ 100 mp de diamétre), Ja paroi cellulaire étant encore 
indiscernable (stade I). Lorsque les altérations sont plus pronon- 
cées, cette derniére se décolle du protoplasme ou Je nombre des 
granules visibles diminue du fait de la cytolyse (pl. I, fig. 2). 
Trés souvent, notamment chez les Enterobacteriaceae, ils finissent 
par tous disparaitre a l'exception de deux granules polaires de 
grosse dimension [400 mu] (stade II, pl. I, fig. 3). Au terme de 
Vautolyse, ces derniers disparaissent également ; la paroi persis- 
tant, la bactérie ressemble 4 un sac vide (stade III, pl. I, fig. 4). 
En somme, on a l’impression que ces altérations sont la consé- 
quence d'une exosmose protoplasmique a travers la paroi. Cepen- 
dant, on doit noter que des bactéries au stade I sont encore 
capables de pousser sur des milieux de culture ; ils n’en est plus 
de méme des bacléries aux stades II et III. Habituellement, dans 
une méme suspension, toutes les bactéries ne se trouvent pas aux 
mémes stades d’altération, mais l’un d’eux domine toujours 
nettement. 

Nous avons constaté que ces aspects cytologiques apparaissent 
sous l’influence des divers facteurs suivants : vieillissement, radia- 
lions y du cobalt, chauffage, solutions salines hypotoniques, solu- 
lions tampons, chélateurs, substances tensio-actives, protéines 
diverses. Seuls quelques détails varient, notamment la vitesse avec 
Jaquelle les phases successives sont atteintes. 


2° Errer pU VIEILLISSEMENT. — Dés la fin de la phase exponen- 
tielle de croissance, on rencontre dans les cultures en bouillon 
de Pseudomonas aeruginosa des bactéries au stade I. Leur nombre 
augmente trés rapidement par la suite, lorsque la croissance 
s’arréte. Le phénoméne est encore accéléré si la culture est 


conservée a +4°, mais ]’évolution vers les stades ultérieurs ne se 
fait qu’avec une lenteur extréme (pl. II, fig. 14 et Lye 
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L’autolyse de Staphylococcus aureus a été étudiée dans les 
conditions précisées par Jones, Stacey et Webb [44]. Les cellules 
passent par les trois stades que nous venons de décrire et on 
obtient finalement des parois bactériennes enti¢rement vidées du 
protoplasme, observables au microscope ordinaire, ne fixant plus 
le Gram mais colorables par la fuchsine. 


3° EFFET DES RADIATIONS. — L’exposition d’une suspension en 
eau salée 4 9 g p. 1000 d’Eberthella typhi (souche TY 2) au 
rayonnement du cobalt, dans des conditions oti les bactéries des 
suspensions témoins conservent l’aspect normal, entraine des 
altérations du méme type. Le tableau I résume ces observations. 


Tasieau I. 


QUANTITE ASPECT MOR- PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES 


de 
RAYONNEMENT PHOLOGIQUE MOUVEMENT REPRODUCTION 


Normal Plus ou moins Possible 
mobiles 


500.000 r Stade I Toutes mobiles Possible 


1.000.000 r Stade II Toutes mobiles Impossible 


2.000.000 r Stades II Toutes mobiles Impossible 
et Ill 


On constate également ici que le stade I est encore compatible 
avec la possibilité de cultiver sur les milieux usuels. L’augmen- 
tation des doses de rayonnement ne permet pas d’obtenir le 
stade III. Aprés avoir recu 2 millions de roentgens, les bactéries 
sont bien parfaitement transparentes, mais le corps bacillaire 
conserve son relief, au lieu de s’affaisser sur lui-méme comme 
un sac vide; la mobilité que l’on apprécie au microscope ordi- 
naire, fortement exagérée par rapport a celle des _ bactéries 
normales, semble apporter la preuve que la cytolyse complete 
caractéristique du slade III ne s’est pas produite. 


4° Errer pu cHAuFFAGE. — Un chauffage modéré a4 55° capable 
de stériliser une suspension de salmonelles pathogénes ne modifie 
pas leur morphologie. Celles qui ont été chauffées a 60° ou plus, 
dont le protoplasme est coagulé, se présentent avec 1|’aspect 
caractéristique du stade I. 


5° EFFET DES SOLUTIONS SALINES. — Chez Pseudomonas ou 
Salmonella, les solutions de sels neutres (chlorure de sodium) ou 
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les solutions tampons de pH physiologiques (tampons phos- 
phate M/15, véronal M/30, trihydroxyaminométhane M/20, de 
pH 7 a 8,5) provoquent l’apparition du stade I en trente minutes 
environ. En tampon phosphate le stade II s’observe au bout de 
dix heures mais le stade III n’est pas encore constitué au bout 
de deux ou trois jours ; par contre, en tampons trihydroxyamino- 
méthane on l’observe en deux ou trois heures. 

Des altérations propres & la pression osmotique semblent se 
surajouler aux allérations banales : lorsque les bactéries sont 
mises en suspension dans des solutions trés hypotoniques, avant 
que ne s’établisse l’aspect caractéristique du stade I, on observe 
dés les premiéres minutes une diminution de volume ; de plus le 
centre s’affaisse tandis que les bords conservent du relief donnant 
au corps bactérien un aspect en lentille biconcave assez carac- 
térislique. 

L’apparition des altérations morphologiques n’est pas due a la 
nature chimique des ions en solution, mais bien a une concen- 
tration ionique défavorable. En effet, ces altérations ne se consti- 
tuent plus ou sont retardées si l’on ajoute aux solutions tampons 
du chlorure de sodium en concentration se situant entre 5 et 
9 g par litre. Il est d’ailleurs remarquable que les altérations 
correspondant aux stades I et II provoquées par les solutions 
tampons soient réversibles: il suffit d’élever la concentration 
ionique aA l’aide de chlorure de sodium pour que la _ bactérie 
reprenne son volume, son relief primitif et un aspect indiscer- 
nable de celui de la bactérie normale. 


Les solutions de chlorure de sodium de 9 4 18 g par litre ne 
provoquent pas di’altérations bien remarquables. En revanche, 
les solutions de saccharose concentrées (entre 0,5 M et 2 M) 
entrainent une diminution considérable du volume de la bactérie 
qui conserve cependant un aspect trés voisin de celui des bactéries 
vormales. 


6° ErreT DES DETERGENTS. — L’étude des substances tensio- 
actives rassemblées dans le tableau II n’a pas permis de distin- 
guer d’altérations caractéristiques pour chacune d’entre elles. Les 
stades I et IT sont trés rapidement franchis. L’exosmose du proto- 
plasme bactérien se manifeste dés les premiéres secondes et le 
stade III est atteint en quelques minutes. 


7° ErreT p’ENZYMES DIvers. — Sur des suspensions de bac- 
téries normales les enzymes protéolytiques : trypsine, pepsine, 
papaine ne provoquent habituellement aucune altération caracté- 
ristique. I] n’en est pas de méme si les bactéries ont subi au 
préalable un chauffage suffisant. Dans ces conditions, ils dis- 
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Tasieav II. 


ee 
CONCENTRATIONS 


NATURE DES SUBSTANCES ETUDIEES 
EN GRAMMES POUR ICOO 
Déhydrocholate de soude 


ANIONIQUES Teepol (solution commerciale 
& 21 %) 


Tergitol 7 


CATIONIQUES Ammonium ear 
catigéne 


Saponine 


solvent le protoplasme coagulé. D’une mani¢re analogue le 


lysozyme, dont l’action lytique ne se manifeste directement que 
sur des bactéries appartenant aux genres Sarcina et Bacillus, ne 
provoque aucune modification morphologique caractéristique sur 
les autres espéces, 4 moins que celles-ci n’aient subi une « sensi- 
bilisation » préalable [4]. L’hyaluronidase, elle non plus, ne pro- 
voque aucune altération morphologique spécifique, 4 l’exception, 
comme nous l’avons vérifié, de la dissolution de la capsule de 
streptocoques appartenant aux groupes sérologiques A et C. 


8° STRUCTURE GRANULAIRE DU CYTOPLASME BACTERIEN. — I] est 
difficile de penser que la structure révélée, dans sa constance 
et son uniformité, soit artificielle. Il est certes malaisé de prouver 
que les granules préexistent dans les bactéries aux facteurs qui 
les révélent. Cependant, on peut affirmer que les bactéries dans 
cet état conservent des propriétés caractérisuques de la vie. 
Notamment les bactéries au stade I sont capables de pousser sur 
les milieux de culture. D’autre part, on est frappé par le fait 
que la structure granulaire est révélée sous l’influence de causes 
biologiques extrémement peu traumatisantes et dans des deélais 
trop courts pour qu’on puisse admettre qu’il s’établisse un rema- 
niement de la structure interne. C’est ainsi qu’en quelques 
secondes, par exemple, apparaissent les granules chez les salmo- 
nelles soumises a J influence du lysozyme en présence de 
complexon. 

La preuve de l’existence des granules, en tant qu’organites 
cytologiques, est apportée par le fait qu’il a été possible de les 
préparer a |’état isolé par dissolulion élective de la paroi cellu- 
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laire 4 l'aide du lysozyme dans des conditions physico-chimiques 
physiologiques. Dans un mémoire précédent nous avons décrit 
la lyse des sarcines par le lysozyme [7]. Lorsque la force ionique 
est élevée, la paroi cellulaire étant immédiatement détruite, le 
protoplasme bactérien nu (gymnoplaste) apparait constitué par 
Vempilement de granules d’environ 100 mp de diamétre, puis 
ces granules se trouvent dispersés dans le milieu avant de se 
résoudre finalement en grains beaucoup plus petits d’environ 
10 mu de diamétre. Lorsque la force ionique est faible, dans les 
conditions de formation des « angioplastes », la structure granu- 
laire interne est également évidente. Rien ne permet de penser 
que tous les granules ne soient pas identiques. Cependant, nous 
avons montré |7] que chaque coccus contient un granule d’un 
type particulier, de 27 mp de diamétre environ, particuliérement 
opaque, beaucoup moins fragile que les autres granules, de forme 
grossiérement cubique, de structure hétérogéne comme constitué 
de grains beaucoup plus petits. Il se pourrait qu’il s’agisse du 
« noyau » bactérien. 

D’une maniére analogue le lysozyme, détruisant en quelques 
secondes la parol externe de Bacillus megateritum normaux, 
révéle l’architecture granuleuse du protoplasme (pl. I, fig. 15 
et 16). Weibull [20] a montré qu’a la fin de la lyse provoquée 
par le lysozyme il persiste des granules au nombre d’un ou deux 
par bactérie, opaques a l’examen électronique, mais que |’on ne 
retrouve pas sur les coupes ultrafines des bactéries [24]. 

Dans le cas des salmonelles, il est également possible de dis- 
soudre par le lysozyme la paroi externe, A condition de sensi- 
biliser au préalable les bactéries a Vaide d’un chauffage 
ménagé {8, 6]. Dans ces conditions, le protoplasme coagulé ne 
se désagrége pas et se présente sous un aspect muriforme, trés 
caractéristique (pl. II, fig. 10). L’addition d’une substance tensio- 
active (Teepol), permet d’obtenir la désagrégation de ces proto- 


Prancue I. 
ric. 1, 2, 3 et 4. — Evolution des altérations non spécifiques (autolytiques) chez 
Salmonella part B. — Fic. 1, bacilles normaux. — Fic. 2, baciiles au début du 
stade [I de lautolyse. — Fic. 3, bacilles 4 la fin du stade II de l'autolyse, persis- 


lance de gros granules souvent polaires. Fic. 4, bacilles au stade III : parois 
cellulaires paraissani vidées de leur contenu. 


Fic. 5, 6, 7 et 8. — Action du lysozyme sur Salmonella para B apres sensibilisation 

par le complexon. — Fic. 5, juste aprés l’addilion du lysozyme, la paroi bacté- 

tienne vient d’¢tre dissoute. — Fic. 6, libération de granules libres par désintégra- 

tion du protoplasme, la plupart ont environ 100 my, de diamétre. — Fic. 7 et 8, 

de gros granules libres de 400 my de diamétre; l’examen des ombres montre 
qu’ils ont des faces 4 peu prés planes. 
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Fic. 9, 10, 11 et 12. — Effet du lysozyme sur Eberthella typhi chauffée 10 mn 
& 100°. — Fie. 9, Salmonella para B chauffée avant action du lysozyme. — Fic. 10, 
apres action du lysozyme, la paroi bactérienne a disparu. — Fic. 11, aprés l’action 
du lysozyme et addition de teepol. — Fic. 12, trois heures aprés Vaddition de teepol, 
les granules se séparent peu a peu les uns des autres. 


Fie. 15, 14 et 16. — Evolution de Vautolyse chez Pseudomonas aeruginosa. 
fic; 13, le bacille normal. — Fic. 


14, altéralions obseryées apres conservation 

quatre heures a + 4° (stade I). — Fic. 16, altérations observées en tampoa 
tris pH 85 en trois heures (stade III). 

Fic. 15 et 17. — Action du lysozyme sur Bacillus megaterium. — Fie. 15, extré- 

mité d'un bacille normal. — Fie. 16, extrémité d'un bacille aprés l'action 
du lysozyme pendant trente secondes. 
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plastes coagulés, qui se montrent bien formés de granules 
juxtaposés (pl. I, fig. 11 et 12). 


Le chauffage constituant un moyen brutal de sensibilisation des 
salmonelles a l’action du lysozyme, on peut penser que les gra- 
nules qui apparaissent sont en réalité un artéfact, en relation 
avec la coagulation du protoplasme. Mais la technique de 
Repaske, beaucoup plus douce, permettant également d’obtenir 
la dissolution de Ja paroi par le lysozyme {4], montre que le 
protoplasme est bien constitué d’une accumulation de granules, 
apparemment de deux tailles différentes (pl. I, fig. 5): ainsi, 
dans chaque bactérie, on reconnait le plus souvent un ou deux 
granules de 400 4 500 my de diamétre, de position polaire. Il 
est facile de les metire en évidence, car ils sont beaucoup plus 
résistants que les autres 4 l’autolyse. Les images 7 et 8 de la 
planche I montrent qu ils ont grossi¢rement la forme d’un cube 
4’ angles émoussés. En dehors de ces gros granules, le reste du 
cytoplasme parait constitué de formations sphériques de 100 mu 
de diamétre environ, trés sensibles a l’autolyse : elles se résolvent 
alors en granules de diamétre dix fois plus petit (pl. I, fig. 6). 
Nous avons pu minimiser le traumatisme pour le protoplasme 
bactérien, en provoquant la dissolution de la paroi par le lyso- 
zyme dans des conditions particuliéres de pression osmotique [5]. 
On obtient ainsi de véritables protoplastes qui possédent, en par- 
ticuler, la propriété d’avoir une respiration égale a celle des 
hactéries normales. Or, examinés au microscope électronique, 
apres fixation ou sans fixation, ces protoplastes se montrent 
constitués par la juxtaposition des formations granulaires que 
nous venons de décrire. 


Lit —=s Discussion: 


Ainsi, sous des influences chimiques ou physiques extrémement 
diverses mais modérées, puisqu’elles restent compatibles avec la 
conservation de grandes fonctions physiologiques, le microscope 
électronique révéle Vapparition d’altérations morphologiques 
toujours identiques, comme si chaque fois qu’elle est placée dans 
des conditions physiologiques défavorables, la cellule bactérienne 
présentait une vérilable réaction d’alarme, caractérisée par la 
révélation de la structure granulaire du cytoplasme bactérien. 
Nous pensons que ce phénoméne est lié a une diminution d’hydra- 
tation du protoplasme bactérien. Cette structure granulaire a été 
décrite depuis longtemps, mais les observateurs n’ont pas admis 
qu’elle ait préexisté a l’agression. Au contraire méme, on l’a 
parfois considérée comme la signature d’une action spécifique : 
ainsi, Warren et Gray [49], observant chez Pseudomonas aeru- 
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ginosa soumis a J’action de l’hyaluronidase, ont pensé qu’elle 
pouvait étre la conséquence d’une intervention spécifique de 
enzyme. Nous avons répété les expériences de ces auteurs et 
constalé que l’emploi de la solution tampon seule, en |’absence 
d’hyaluronidase, provoque de la méme maniére l’apparition de 
la structure granulaire du cytoplasme. On peut penser que, d’une 
fagon analogue, les altérations similaires, observées par Goldberg 
et Morgan [9] sur Erwinia amylovora et par Knaysi (42) sur 
Mycobacterium tuberculosis sous leffet de la streptomycine, ne 
traduisent pas une action spécifique de l’antibiotique mais une 
banale réaction de souffrance. 

D’autres fois, l’apparition des forniations granulaires a été 
considérée comme un artefact. Wyckoff [23], ne l’ayant constatée 
que chez des bactéries agées ou en mauvaise condition physio- 
logique, pense qu'elle n’existe point dans les bactéries jeunes en 
bonne condition. Il suppose qu’au cours du vieillissement, le 
cytoplasme bactérien tend & se condenser en grains; pour lui 
les corps polaires observés au microscope ordinaire chez les coli- 
formes et qui semblent correspondre aux granules de 400 mu 
que nous avons décrits, ne représentent que le stade ultime de 
celte évolution ott tout le cytoplasme se trouve finalement 
condensé aux poles. Scanga [16] estime également que la struc- 
ture granulaire n’existe pas dans les bactéries jeunes. Heden et 
Wyckoff [10] ont décrit la succession des altérations morpholo- 
giques sous l’effet du chauffage ; Vapparition des granules est 
irréversible lorsque la température dépasse 60°, mais elle est 
réversible au-dessous de 50°. Ils en concluent qu'il s’agit d’un 
phénoméne tout a fait artificiel sans signification cytologique : 
cette opinion ne nous parait guére soutenable, puisque nous 
avons constaté, d’une part que les bactéries au stade I chez les- 
quelles tout le cytoplasme parait condensé en granules sont 
encore vivantes et, d’autre part, qu’il est possible de préparer 
des granules libres par la méthode douce et spécifique de la lyse 
enzymatique. 

L’identification de ces granules 4 des formations cytologiques 
déja observées est trés difficile en l’absence de données bio- 
chimiques, et compliquée du fait que l’accord est loin d’étre 
réalisé entre tous les auteurs sur la nature et le réle physiolo- 
gique des formations intrabactériennes dont l’existence parait 
prouvée ; cependant certaines conclusions sont possibles: les 
corps de 400 my de largeur, de position ordinairement polaire, 
que nous avons obtenus a partir d’entérobactéries, correspondent, 
tant par leur taille et leur aspect que par leur situation dans les 
bactéries, & ceux considérés par certains [2] comme des granules 
de volutine, considérés par d’autres [14] comme des mito- 
chondries, ou encore comme le noyau bactérien lui-méme {43} ; 
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il n’en reste pas moins que l’existence de ces gros granules est 
généralement admise. I] n’en est pas du tout de méme pour les 
granules de 50 4 100 mu de diamétre qui, par leur amoncellement 
semblent constituer sur nos préparations le reste du protoplasme 
bactérien. Rien de tel n’est observable, en effet, sur les coupes 
ultrafines de bactéries, alors que le microscope électronique 
permet d’y déceler lexistence de granules beaucoup plus petits 
(10 & 20 mp de diamétre environ). En réalité, cette constatation 
n’est pas en contradiction avec la ndtre, puisque les méthodes 
(observation sont différentes. Grace a l’ombrage, la technique 
que nous avons utilisée met en évidence des reliefs et non 
pas des différences d’opacité aux électrons, comme c’est le 
cas dans la méthode des coupes. D’ailleurs, l’existence de ces 
granules de 100 my est évidente sur de nombreuses micrographies 
présentées par de nombreux auteurs (1). Mais ces granules sont 
particuliérement fragiles, et au cours de leur lyse ils semblent 
se résoudre en une multitude de grains beaucoup plus petits, de 
10 A 20 my de diamétre, analogues a ceux dont l’existence est 
constatée sur les micrographies électroniques de coupes de 
bactéries, et que Jultracentrifugation différentielle a permis 
d’isoler [47]. 


CONCLUSIONS. 


1° Des bactéries trés diverses, placées dans des conditions 
physiologiquement défavorables, présentent des altérations mor- 
phologiques indépendantes de la nature physique ou chimique 
de l’agent agressif. Ces altérations sont caractérisées par une 
augmentation de transparence des bactéries, révélant ]’existence 
d’une structure granulaire du cytoplasme, puis par une lyse pro- 
gressive de ces granules. Tant que cette derniére ne s’est pas 
produite, les bactéries conservent la propriété de cultiver sur les 
milieux usuels. 

2° ‘La structure granulaire du cytoplasme n’est pas _artificiel- 
lement créée par les agents agressifs ; ceux-ci ne font en réalité 
que révéler cette structure qui préexiste, bien qu’elle ne soit pas 
en général directement apparente lorsque les bactéries se trouvent 
en phase de croissance et de multiplication intense. 

3° L’usage du lysozyme a permis d’obtenir les granules 
i l’état isolé. Dans le cas des salmonelles, on distingue d’une 
part de gros granules de 400 4 500 my» de diamétre, le plus 
souvent au nombre de deux, habituellement en situation polaire 
dans la bactérie, de forme grossiérement polyédrique, résistants 


(1) On citera A titre d’exemples les magnifiques images présentées 
par van Iterson [48] dans le cas de Proteus vulgaris, ou celles présen- 
tées par Scanga [416] dans le cas de bactéries extrémement diverses. 
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« Yautolyse et qui pourraient correspondre aux formations consi- 
dérées par Mudd comme des mitochondries, par Bradfield comme 
des grains de volutine, par Knaysi comme le noyau bactérien et 
par Bisset [4] comme des artefacts. En dehors de ces gros gra- 
nules, le reste du cytoplasme parait constitué de formations 
arrondies de 50 4 100 mu de diamétre, particuliérement fragiles, 
qui se lysent en se résolvant en granules de diamétre environ dix 
fois plus petit. 

Dans le cas des sarcines, le protoplasme parait constitué uni- 
quement de granules de 100 mp de diamétre environ, a Vexcep- 
tion d’un granule facilement reconnaissable dont la nature n’a 
pu étre encore précisée. 


SUMMARY 


UNIFORMITY OF MORPHOLOGICAL LESIONS 
IN BACTERIA SUBMITTED TO DIFFERENT TYPES OF HARMFUL INFLUENCES. 
GRANULAR STRUCTURE OF BACTERIAL CYTOPLASM. 


1° Very different bacteria, placed in unfavourable physiolo- 
gical conditions, present morphological alterations which are 
independent of the physical or chemical nature of the agents. 
These alterations are characterized by an increase of the bac- 
terial transparency, which demonstrates a granular structure of 
the cytoplasm, then a progressive lysis of these granules. As 
long as this lysis has not taken place, the bacteria are able to 
grow on usual media. 


2° ‘The granular structure of the cytoplasm is not induced by 
the agents, they only reveal this structure, which is preexisting, 
although it is not generally apparent when the bacteria are in 


a phase of intense development and multiplication. 


8° The use of lysozyme has allowed to obtain isolated granules. 
In the case of Salmonella, two kinds of granules can be seen : 
a) Large granules, with a diameter of 400-500 mu, most often 
{wo in number, generally situated at the poles of the bacterium, 
roughly polyhedral, resisting to autolysis, and which might cor- 
respond to the formations which are considered by Mudd as 
mitochondria, by Bradford as granules of volutine, by Knaysi as 
the bacterial nucleus and by Bisset as artifacts. b) Small round 
bodies, with a diameter of 50-100 mn, particularly fragile, which 
easily lyse, yielding granules with a tenfold smaller diameter. 

In the case of sarcina, the protoplasm seems to be constituted 
only of granules of about 100 mp diameter, with the exception 
of one granule, easily recognizable, the nature of which it has 
not yet been possible to precise. 
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LA PRODUCTION INDUITE DE MEGACINE 
EN MILIEU SYNTHETIQUE 


par Lajos ALFOLDI (*) (**). 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie Microbienne, Parts) 


Lorsque des cultures de certaines souches mégacinogénes de 
B. megaterium, telle la souche 216, sont irradiées 4 la lumiére 
ultraviolette et mises & incuber en milieu complexe on observe, 
aprés une certaine croissance résiduelle, une lyse bactérienne, 
accompagnée de la libération d’une protéine bactéricide qui a été 
appelée mégacine [4]. 

Nous avions conslaté que, si la culture et Virradiation des 
bactéries avaient lieu en milieu synthétique, Virradiation n/’était 
pas suivie de lyse m de lbération de mégacine. Cependant il y 
avait bien induction puisqu’il suffisait de transférer les bactéries 
irradiées en milieu complexe pour qu’elles se lysent et lbérent 
de la mégacine [2]. 

Nous montrerons que synthése de mégacine et lyse peuvent 
étre obtenues méme en milieu synthétique, a condition que des 
ions manganése solent présents en concentration suffisante. Des 
données quantilatives sur la production induite de mégacine en 
milieu défini compléteront celte étude. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Souches : Nous avons utilisé deux souches de B. megaterium 
antérieurement décrites [3]: la souche 216, productrice de méga- 
cine €t la souche 270x, utilisée dans les titrages comme souche 
indicatrice. Toutes sont conservées sur milieu gélosé, synthétique 
ou complexe. 


Milieu synthétique : a) Milieu de base : Cl;NH, 1,0 g, HPO,K, 
0,7 g, H,PO.K 0,3 g, SO.Na, 0,1 g, acide glutamique 0,5 g. Eau 


(*) Attaché de Recherches au C.N.R.S. pour l'année 1956-1957. 
Adresse permanente : Institut de Microbiologie, Faculté de Médecine, 
Szeged, Hongrie. 


(**) Manuscrit recu le 5 décembre 1957. 
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distillée pour 11; pH ajusté & 7,2 par NaOH. Stérilisation trente 
minutes a 105° C. 

b) Solutions d’oligoéléments : Cl,Mn.4H,O M/100, SO,Me.7H,O 
M/100, SO,Fe.4H,O M/1 000, (NO;);CO.6H,O M/100, SO,Cu.5H,O 
M/100, Cl,Ca M/10, SO.Zn.7H,H M/100. Stérilisées trente minutes 
an 1052. 

Le milieu de base est, selon les expériences, supplémenté en 
divers oligoéléments. La concentration finale sera indiquée pour 
chaque expérience. 

ce) Solution de sucre : solution a 20 p. 100 de glucose, stérilisée 
vingt minutes 4 105° C. D’autres sources de carbone, telle que 
fructose, maltose, lactose, galactose, sucrose, mannitol, D-sor- 
bitol, malate, succinate, lactate, glycérol, conviennent d’ailleurs 
également a la croissance. 

Composition du milieu synthétique pour Vinduction et la pro- 
duction de mégacine : 

Milieu de base additionné de Mn++ conc. finale M/5 x 10'. 
Mg++ conc. finale M/5 x 10°, Fet++ conc. finale M/10°. Glucose 
Dep lO: 

Technique de cullure. Les cultures sont faites dans des flacons 
d’Erlenmeyer de 500-1 000 ml contenant de 50-100 ml de milieu 
par flacon. Elles sont agitées dans un bain-marie 4 37° C. 

Mesure des densités optiques des cultures. La mesure est faite 
dans une cuve de 5 mm, en lumitre rouge avec un photométre 
de Meunier ; 1 unité de cet appareil correspond, dans la condi- 
tion de nos mesures, 4 1,6 wg de bactéries séches par miullilitre. 

Irradiation. Elle est effectuée sur des cultures bactériennes en 
croissance exponentielle, d’une densité optique correspondant a 
100 unités Meunier, réparties en couche mince (1-2 mm) dans des 
boites de Petri ou des cuvettes émaillées. Nous avons utilisé pour 
Vinduction une dose d’environ 1 000 ergs. 

Titrage de la mégacine. L’unité arbitraire de concentration est 
la dilution minimum inhibitrice (1,8). 

Lyse bactérienne provoquée par le lysozyme. Nous avons lysé 
les bactéries par le lysozyme (concentration finale 50 wg/em’), dans 
un bain-marie 4 37° C pendant quinze minutes. 


EXPERIENCES. 


Réle des ions meétalliques sur la croissance de la souche 216. 

La croissance de bactéries lavées, incubées dans le milieu de 
base glucosé 41 p. 100, s’arréte rapidement. 'L’addition au milieu 
séparément ou simultanément d’ions CO++, Cutt, Cat+, Mg++, 
Fet++, Znt++, M/10? a M/10° n’améliore pas la croissance. L’addi- 
tion, par contre, du seul ion Mn++ permet une croissance beau- 
coup plus poussée, ainsi qu’il ressort de la figure 1. 


476 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


700 


On 
O 
Ss 


ine) 
© 
O 


’ 


UNITES DU PHOTOMETRE DE MEUNIER 


lOO 
sans Mntt 
| a ee) 4 2) 6 
HEURES 
Fic. 1, — Croissance de B. megaterium 216 dans le milieu de base glucosé en 


présence de différentes concentrations de manganése. Les chiffres en regard des 
courbes correspondent 4 la réciproque de Ja molarité du manganése dans le milieu. 


En présence de manganése en concentration optimale M/5 x 10°. 
Vaddition d’ions CO++, Cu++, Ca++, Zn++ n’a d’influence ni 
sur la croissance finale, ni sur la période de latence, mais l’addi- 
lion simultanée d’ions Fe++ M/10® et Mg++ M/5 x 108, bien que 
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AT7 


ninfluengant pas la croissance maximum, réduit Ja période de 


latence. 


L’importance de Vion manganése pour la croissance de B. mega- 
tertum 216 est ainsi mise en évidence ; nous nous sommes demandé 
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de la culture de B. megaterium 216 et quantités de mégacine produites dans le 
milieu contenant lion Mn++ en concentrations variables. Les fléches indiquent 
le temps de lirradiation. Les témoins non irradiés ne contiennent pas de méga- 
cine a la fin de l’expérience. Le titre de la mégacine dans les cultures irradiées 
est donné pour chaque expérience. 


si le défaut de synthése de mégacine en milieu synthétique observe 
préccdemment [2] ne provenait pas d’une carence en manganese. 


Influence du manganese sur l’induction et la synthése de méqa- 


eine. 


Conformément aux observations précédentes, le milieu de base 
est complété par addition de Fe++ M/10® ct de Mg++ M/5 x 10°. 
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Des bactéries, carencées en manganése depuis seize heures, 
sont ensemencées dans lo milieu ci-dessus, contenant lion Mn++ 
en concentrations variables. Lorsque des bactéries commencent 
a croitre exponentiellement on procéde a irradiation des cultures 
que l’on agite ensuite 4 37° C. La figure 2 illustre les résultats 
obtenus. On voit que induction et le titre final en mégacine sont 
normaux, c’est-a-dire comparables 4a ceux observés en milieu 
complexe lorsque la concentration en manganése est optimale 
pour la croissance, soit M/S x 10%. L’efficacité de Vinduction 
diminue avec la concentration en manganése et pour une molarité 
de 10-* la lyse hactérienne et la quantité de mégacine produite 
sont négligeables. 


Mode d'action du manganése sur la production de la mégacine. 

En présence de ces résultats, la question se pose de savoir si 
la carence en manganése affecte particulicrement la synthése de 
la mégacine ou bien les synthéses en général. 

Pour suivre et doser la mégacine intracellulaire, nous avons 
eu recours a la lyse provoquée par l’addition de lysozyme. Comme 
le montre la courbe de la figure 3a, la lyse par le lysozyme de 
bactéries non carencées irradiées ne révéle la présence de méga- 
cine qu’A partir de la quarante-cinquiéme minute aprés Virradia- 
tion; la mégacine intrabactérienne augmente alors trés rapide- 
ment pendant quarante minutes environ et atteint son maximum 
juste avant le début de la lyse. 

Dans le cas de bactéries dont la croissance est limitée par la 
concentration du milieu en manganése (fig. 3 6), on voit que la 
mégacine intramicrobienne n’apparait qu’a la soixante-quinziéme 
minute apres l’irradiation et n’atteint au maximum que le douziéme 
environ de la mégacine produite par les bactéries non carencées. 

Cette faible production de mégacine chez des bactéries caren- 
cées pourrait provenir, soit d'une induction limitée 4 une fraction 
de la population bactérienne, soit 4 une production diminuée par 
une population induite homogéne. Pour répondre A cette question 
nous avons irradié des cultures limitées en manganése et ajouté 
le supplément d’ions Mn++ a des temps variables aprés Virradia- 
tion. Dans ces conditions, si toutes les bactéries carencées sont 
induites, on doit observer une production normale de mégacine 
aprés Virradiation et Vaddition de manganése A concentration 
optimale ; si au contraire une fraction seulement de la popula- 
tion a été induite, l’addition de manganése restera vraisembla- 
blement sans effet. Les résultats (fig. 4) sont en faveur de la 
premiére hypothése. Le manganése, indispensable a la production 
de mégacine et a la lyse, n’est donc pas indispensable a l’effet 
primaire de irradiation, Vinduction proprement dite. 

Ces résultats sembleraient montrer que la carence en manga- 
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nese influence spécifiquement la synthése de la mégacine. Mais 
il était possible, cependant, que le défaut de la production de 
mégacine ne soit qu’un cas particulier du défaut des syntheses 
qui caractérise tout état de carence. Nous avons donc étudié la 
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bic. 4. — B. megaterium 216 se développe en présence de Mn++ M/1 x 105. 


La culture est irradiée et distribuée dans quatre fioles dont trois sont additionnées 
de Mn++ A différents temps {concentration finale en Mn++ M/5 x 104). 


production de mégacine par des cultures irradiées, le facteur 
limitant la croissance étant le glucose. Comme le montre l’expé- 
rience (fig. 5), dans un milieu renfermant du glucose A 0,1 p. 100, 
la croissance s’arréte 4 la méme valeur que dans un milieu renfer- 
mant du Mn++ 10-* M. Dans cette condition, il n’y a aprés induc- 
tion ni lyse, ni synthése de mégacine, mais l’addition méme tardive 
de glucose restaure cette synthése. L’effet du manganése n’est 
done pas spécifique. Si les bactéries ne produisent pas de méga- 
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cine dans le milieu synthétique incomplet que nous avons 
utilisé [2], c’est donc vraisemblablement qu’elles étaient incapables 
(Veffectuer des synthéses par suite de la carence en manganése. 
La synthése de mégacine et la lyse bactérienne qui en est la consé- 
quence n’ont donc été observées que si les bacléries sont capables 
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Fic. 5. — Effet de la carence en glucose sur la production de mégacine. La 


concentration en glucose est 0,1 p. 100 quand le milieu est ensemencé : gradua- 

tion du photométre, 10. Lorsque, aprés la troisitme division, la culture atteint 

une valeur 100, la culture est irradiée (temps 0 de la courbe) et répartie en deux 

sioles dont Tune est additonnée de glucose a la soixantitme minute (concentration 

finale, I p. 100). MI : Titre de mégacine intrabactérienne aprés libération 
par lysozyme. 


de croitre pendant quatre-vingt-dix & cent vingt minutes apres 
Virradiation. 
Discussion. 


La mégacine se comporte en régle générale comme les autres 
bactériocines étudiées jusqu’ici : colicines et pyocines [7, 8]. La 
propriété de produire de la mégacine se perpétue sous forme 
de facteur létal potentiel. Ce caractére est trés stable, mais dans 


482 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


certaines conditions, cependant, on peut obtenir des mutants 
amégacinogénes |4l. 

Rappelons que la mégacine de la souche 216 différe des autres 
bactériocines par son absence de spécificité. Les colicines et les 
pyocines, pour autant qu’on le sache, n’agissent que sur certaines 
souches sensibles de l’espéce correspondante ou d’espéces géné- 
tiquement voisines. La mégacine tue toutes les souches de 
B. megaterium que nous avons pu examiner et est active égale- 
ment sur divers autres germes appartenant au genre Micro- 
coecus [5]. La plupart des souches colicinogénes et pyocinogenes 
sont insensibles aux bactériocines qu’elles produisent. Une seule 
souche de £. coli colicinogéne constitue la seule exception connue 
a cette régle [6]. La souche B. megalerium 216 est sensible 4 sa 
propre mégacine. 

Nous avons noté les ressemblances physiologiques entre la pro- 
duction de mégacine et la production des bactériophages tem- 
pérés induits [2]. Ce travail confirme ces rapprochements, notam- 
ment en ce qui concerne l’apparition intrabacltérienne de la méga- 
cine. Les premiéres particules de mégacine n’apparaissent que 
quarante-cing minutes aprés lirradiation, comme les premiers 
bactériophages mts dans les bactéries lysogénes induites. La 
pyocine et la colicine, par contre, sont décelables dans les bac- 
téries induites quelques minutes aprés lirradiation [7, 8}. 

Dans nos expériences antérieures nous n’avions pas pu obtenir 
de production de mégacine chez les bactéries cultivées et irradiées 
en milieu synthétique. Mais si les bactéries irradiées étaient trans- 
férées dans un milieu complexe liquide, l’effet de l’irradiation se 
manifesitait par la synthése et la libération de mégacine. Nous 
avons méme observé un effet létal du transfert de ces bactéries 
irradiées sur un milieu synthétique gélosé [2]. 

Il est évident que le défaut de production de mégacine observé 
autrefois en milieu synthétique était lié a une carence en manga- 
nése. En fait, nous n’avions pas supplémenté le milieu synthé- 
Uique (milieu FGG) en manganése. La croissance observée dans 
ce milieu était certainement liée a la présence de traces de Mn++ 
apporlées par les impuretés des produits utilisés. Une carence 
partielle en manganése chez la souche B. megaterium 216 entraine 
une diminution progressive de la capacité des synthéses en 
général. Le fait que l’addition de manganése a des bactéries irra- 
diées et carencées permet la croissance et la synthése de la méga- 
cine est significatif. Il permet d’expliquer les résultats de nos 
expériences antérieures, relatives au transfert des bactéries 
cultivées et irradiées en milieu synthétique, sur des milieux syn- 
thétiques gélosés ou sur des milieux complexes qui contenaient 
cerlainement du manganése. 
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{ESUME. 


1° L’ion manganese est indispensable pour la croissance de la 
souche B. megaterium 216, mégacinogéne. 

2° Les bactéries partiellement carencées en manganése ne pro- 
duisent pas de mégacine aprés irradiation par la lumiére ultra- 
violette. Elles sont cependant induites par lV irradiation, puisque 
Vaddition méme tardive de Mn++ permet la synthése de !a 
mégacine. 

L’effet du manganése n’est cependant pas spécifique pour !a 
synthése de la mégacine. Le défaut de cette synthése est une 
forme particuli¢re de défaut de synthéses qui caractérise nombre 
d’états de carence. 

3° La production induite de mégacine peut ¢tre obtenue en 
milieu synthétique a condition que la concentration en manganése 
soit adéquate. 

4° Les premieres particules de mégacine n’apparaissent dans 
les bactéries que quarante-cinq minutes aprés Virradiation. La 
mégacine intrabactérienne augmente alors trés rapidement et 
atteint son maximum juste avant le début de la lyse. 


SUMMARY 


INDUCED PRODUCTION OF MEGACIN IN SYNTHETIC MEDIUM. 


1° Mn++ is necessary for the growth of B. megaterium 216. 

2° Bacteria which are partially starved in manganese do not 
produce megacin after irradiation with U. V. light. They are 
however induced by U. V. light, for the addition of Mn++, even 
delayed allows the synthesis of megacin. 

The effect of manganese is not specific for the synthesis of 
megacin. The absence of this synthesis is a particular case of 
the defect of synthesis which characterises many nutritional 
deficiencies. 

3° The induced production of megacin can be obtained in syn- 
thetic media provided the manganese concentration is adequate. 
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4° The first intrabacterial particles of megacin are detected 
only 45 mn. after irradiation. The intrabacterial megacin 
increases rapidly and reaches its maximum just before the lysis. 
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ETUDE SUR LES RETTGERELLA 
par Shigeo NAMIOKA et Riichi SAKAZAKT (*). 


(National Institute of Animal Health, Tokio, Japon) 


Depuis le premier rapport de Rettger [24], les bacilles de 
\ettger ont été considérés comme des Shigella {10, 28, 19], des 
Hberthella [4], des B. paracoli du groupe 33111 ou des Pro- 
teus (22, 23]. Le nom de Proteus rettgeri, qui est employé géné- 
ralement par les bactériologistes, fut proposé par Rustigian et 
Stuart [23] ef adopté dans le bulletin pour lannée 1950 du Sous- 
Comité des Enterobacteriaceae [6]. Récemment, Kauffmann les 
a séparés du genre Proteus et les a désignés comme formant le 
croupe Reltgerella. Nous sommes de cet avis et avons adopté sa 
classification. 

Plusieurs éludes sérologiques sur les Reltgerella ont été réa- 
lisées par Fulton et Curtis |9], Cope et Kasper [4]. Ces auteurs 
ont dit que ces bactéries possédaient des antigénes somatiques 
thermolabiles. Cependant, aucune analyse antigénique n'a été 
faite selon les données de leurs études. 

Nos recherches ont été effectuces pour obtenir une connaissance 
sulfisante des caractéres sérologiques des Rettgerella. 


MATERIEL ET METHODES. 


Cette étude concerne 103 souches des provenances suivantes - 


NOMBRE DE SOUCHES SouRcES 
43 Affections des voies urinaires, 
25: Selles humaines. 
Gangtion lymphatique mésentérique d’un 
] chien. 
36 Inconnues. 


Les 48 souches isolées d’affections des voies urinaires et les 
36 de provenance inconnue nous ont été aimablement données 
par le D™ Fujino du Teishin Hospital (Tokio) et le D’ Buttiaux de 
l'Institut Pasteur de Lille, respectivement. Le reste fut recueilli 


au laboratoire d’un des auteurs. 


(*) Manuscrit recu le 4 décembre 1957. 


ws 
~ 


Annales de UInstitut Pasteur, 94, n° 4, 1958. 
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Comme antigenes pour la production de sérums O, nous nous 
sommes servis de cultures en bouillon agées de dix-huit heures, 
chauffées deux heures et demie a 100° C. Des lapins en ont regu 
quatre injections intraveineuses de 0,5 ml, 1 ml, 2 ml et 4 ml. Au 
besoin, les culiures en bouillon furent chauffées pendant deux 
heures 4 121° C. 

L’épreuve d’agglutination sur lame s’est montrée utilisable 
pour la détermination des antigénes O. Des suspensions concen- 
trées d’antigenes destinées a l’épreuve d’agglutination sur lame, 
préparées en émulsionnant des cultures sur gélose, furent 
chauffées & 100°C pendant une heure. Chaque sérum fut titré 
avec son anligéne homologue et employé a la dilution la plus 
étendue, donnant une forte agglutination sur lame en_trente 
minutes. Des épreuves d’agglutination croisée furent effectuées 
avec tous les groupes O, en tubes, au moyen de cultures en 
bouillon chauffées une heure A 100°C ou éventuellement deux 
heures 4 121°. Les résultats de ces agglutinations en tubes furent 
lus aprés une incubation de dix-huit heures 4 50° C au bain-marie. 


Des épreuves d’absorption furent exécutées avec les souches 
toutes les fois que des réactions croisées étaient constatées lors 
des épreuves d’agglutination sur lame et en tubes aux dilutions 
de 1:80 ou plus. Nous avons effectué absorption des aggluti- 
nines O en meélangeant des culots de germes obtenus par fa 
centrifugation de suspensions en cau physiologique, chauffées 
& 100° C pendant une heure, avec une dilution convenable de 
Vantisérum. Le mélange était incubé 4 50° C pendant deux heures 
puis centrifugé. 

Les cultures en bouillon employées pour la production d'’anti- 
sérums H furent incubées dix-huit heures a 25° C, puis conser- 
vées par Vaddition de formol 4 0,3 p. 100. Comme Ewing, 
Tanner et Dennard |7] ont montré pour les Providencia, les 
antigénes II des Retlgerella apparaissent lentement. I] était done 
nécessaire d’augmenter leur mobilité par passage sur milieu semi- 
solide contenant 0,3 ou 0,4 p. 100 de gélose, afin d’obtenir suffi- 
samment d’antigéne H pour la production des antisérums. Ordi- 
nairement 7 ou 8 passages, et occasionnellement 10 au plus, furent 
indispensables pour obtenir des antigénes H_ satisfaisants. Les 
milieux semi-solides et les bouillons ensemencés avev les micro- 
organismes furent incubés & 25° C. 

Les antigénes destinés & Pagglutination H ont été préparés par 
Ja méme méthode que celle employée pour la production des anti- 
sérums correspondants. Les souches furent titrées par des 
épreuves d’agelutination en tubes et les réactions lues aprés 
incubation dune heure au bain-marie a 50° C. 

Des épreuves d’agglutination croisée en tubes furent. faites 
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pour rechercher les relations antigéniques entre toutes les souches 
possédant des antigénes H. Lors d’agglutination a la dilution de 
1/500, avec des sérums hétérologues, une épreuve d’absorplion 
fut effectuée. Des suspensions concentrées en eau physiologique 
des cultures flagellées absorbantes furent ajoutées a de Vanti- 
sérum H convenablement dilué. Ces derniéres étaient obtenues en 
ensemencant une culture bien mobile en bouillon agée de 
6 heures sur une gélose nutritive (Ll p. 100 de gélose). En de 
nombreux cas une double absorption de l’antisérum H a été faite. 

Nous avons préparé peu de sérums pour I’étude de l'anti- 
gene K. Les souches destinées 4 la production d’antisérum K 
furent choisies parmi les microorganismes non mobiles, puis 
inoculées sur gélose glucosée 4 0,5 p. 100. Aprés douze heures 
dincubation & 387°C, elles ¢taient suspendues dans de l’eau 
physiologique et injectées a des lapins. Les suspensions employées 
pour la premicre injection étaient tuées par Vaddition de 
0,3 p. 100 de formol. Les inoculations suivantes ont été faites 
avec des germes vivants. Les suspensions employées pour les 
épreuves d’agglutination K étaient idenliques 4 celles employées 
pour la production d’antisérum Ix. Les réactions étaient lues 
apres séjour de deux heures a 50°C et dune nuit au réfrigé- 
rateur, 


CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIOQUES ET BIOCIIMIQUES. 


Toutes les cultures employées dans ces études étaient formées 
de bacilles 4 Gram-négatif ayant les caractéres de ceux de la 
famille des Enterobactertaceae. Parmi les 103 cultures, 59 étaient 
mobiles en milicu semi-solide, tandis que les 44 autres étaient 
immobiles en toute circonstance. Il est intéressant de noter, 
cependant, que des flagelles ont été décelés au microscope ¢élec- 
tronique dans chacune des cultures non mobiles. Ces cils étaient 
plus minces et plus courts que ceux des organismes mobiles, 
mais étaient plus nombreux. En aucun cas, il n’y eut agglutina- 
tion des organismes dotés de flagelles filamenteux de cet ordre, 
en présence de sérums homologues. L’étude de ces formations 
est en cours et on peut espérer que leur nature sera bientot 
précisée. 

Le procédé a Vencre de Chine n’a montré l’existence de cap- 
sules dans aucune des 103 souches examinées. 

Les 103 souches produisent de Vindole et hydrolysent l’urée 
sur milieu de Rustigian-Stuart et sur gélose de Christensen. 
Toutes, sauf deux, se développent sur milicu de Simmons et en 
bouillon au cyanure de potassium modifié par Edwards et 
Ewing [5]. Elles ne liquéfient pas Ja gélatine (méthode de 
Kohn [44}), n’acidifient pas le D-tartrate dans la gélose de Jordan 
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et ne produisent pas de SH, dans le milieu de Kligler et dans 
celui de Hajna [414]. La réaction de Voges-Proskauer est négalive. 
Par contre, le test au rouge de méthyl, l’épreuve de Singer 
et de VAPP (acide phényl-pyruvique) sont positives. L’épreuve 
de décarboxylation des acides aminés selon la méthode de 
Moller [47] a montré qu’aucune des souches ne posséde de décar- 
boxylase pour les lysine, arginine et ornithine. Parmi les 
103 souches, 82 décarboxylent l’acide glutamique a 37°C et 21 
ne le font pas. D’autre part, 70 souches utilisent cet acide a 25° C. 

Lorsqu’on ajoute du citrate de fer ammoniacal au milieu de 
Hajna comme indicateur de la production de SH, on constate que 
la partie supérieure du milicu ot se développent les Rettgerella 
prend une couleur brundatre. Cette co'oration apparait nettement 
non seulement avec les Rettgerella, mais encore avec les Proteus, 
Morgunella et Providencia, alors méme que le milieu est noirci 
par la production de SH,. Selon l’expérience des auteurs, la colo- 
ration brundtre de ce milieu de Hajna est caractéristique des 
Proteae et extrémement rare avec les autres Entérobactéries. 

Quant a la fermentation des g'ucides, les 103 souches attaquent 
ladonite, la mannite et le glucose en vingt-quatre heures, mais 
n’atlaquent pas la dulcite, la sorbite, l’arabinose, le lactose et le 
maltose méme aprés trente jours. Trois souches seuement 
attaquent le xylose. Conformément 4 ce qu’ont vu Kauffmann et 
Petersen [42], toutes les souches éludiées ulilisent Vérythrite en 
deux 4 cing jours. Que!ques-unes d’entre elles font fermenter le 
saccharos plus tardivement et quelques autres pas du tout. 

I] a été possible de diviser ces 103 souches en 4 biotypes, sui- 
vant leur capacité d’attaquer le rhamnose et la salicine : 


Bioly pene ust n evapora merit reece eee rhamnose —, salicine + 
Bioby pe it ey a.5 «acs oye ere leached oll htae bays te rhamnose +, salicine + 
Bioty peal |<. scc o/s ectoheeme hots bias ceca eT rhamnose +, salicine — 
BiG ypperds castor. ciscstnutoes bra er eee sere ue oeIoe eae rhamnose —, salicine — 


Soixante et onze (69 p. 100) appartiennent au biotype 1, 18 
(17 p. 100) au biotype 2, 18, (13 p. 100) au biotype 3 et une seule 
au biotype 4. 

La majorité des souches sont anaérogénes en toute circonstance. 
Quatre seulement produisent du gaz avec le mannitol et six avec 
le glucose. 


CARACTERES SEROLOGIQUES. 


Antigénes O. — Parmi les 103 souches, 34 groupes O ont pu 
Cire distingués par les épreuves d’agglutinalion et d’absorption 
des agglutinines. Dans l’établissement, de ces 34 groupes, les 
souches présentant des rapports mineurs et (ou) des: réactions 
spécifiques ont été considérées comme appartenant a des groupes 0 
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distinets, tandis que celles ayant des relations réciproques 
majeures ont été réunies dans le méme groupe. Les résultats des 
aggiutinations en tubes sont exposés dans le tableau I. 


Tasrrac J. — Relations antigéniques O des Rettgerella. 


Antisérum| Taux Taux Taux Taux 
(0) homologue hétérologue homologue |hétérologue 


la,le(1,280)*,17(320) ' 2a(40) 
la,1b(320)*,19( 40) 
2a(I,280)+ 
2a,2b(320)* 3( 40) ,4(40) 
3(160) 


2a( 80) 


3(80) ,4(80) ,2a(40), 
18(40) ,18(40) 


9( 40) 
3(40) ,4(40) ,24(40) 
13(160) 


+ Relations réciproques. 


Quand des agglutinations sur lame furent effectuées avec des 
anti-sérums O, en faible dilution, un eertain nombre de relations 
compliquées et peu compréhensibles ont été décelées entre les 
groupes O. Cependant, les épreuves d’agglutination sur lame 
étaient spécifiques cl aucune réaction croisée inter-groupes ne 
se produisait quand des sérums convenablement dilués étaient 
employés pour ces épreuves. Au cours des épreuves d’agglutina- 
lion en tubes, il y eut un chevauchement entre certaines réactions 
en présence d’anti-sérum dilué & 1:80 ou au-dessus. 

Deux séries de sous-groupes différents, la, 1b et la, le, 
furent trouvées dans le groupe O 1. Des épreuves d’absorp- 
tion croisée d’agelutinines furent effectuées sur les souches du 
eroupe 1. La fraction indiquant la relation entre les deux sous- 
sroupes a été désignée comme la et la fraction spécifique pour 
chaque sous-groupe a été nommée 1 b ct 1c, respectivement. Le 
croupe O 2 comprend, Jui aussi, deux sous-groupes. Des épreuves 
absorption croisée a’ agelulinines effectuées avec 4 souches ont 
montré que les antigtnes O de 3 souches élaient identiques, alors 
que la qua'ri¢me possédait des fractions additionnelles, L’anti- 
eéne O des trois premiéres souches a été désigné comme 2 a, 
ceux de la quatriéme comme 2a, 26. Le degré des relations 
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entre les sous-groupes des groupes O 1 et O 2 est exposé au 
tableau II. 

Pour les souches des groupes O 38 a 34 inclusivement, aucune 
réaction croisée significative n’a été oe Le groupe O 18 
est agglutiné par le sérum anti-O 15, a 25 p. 100 de son titre 
homologue, bien que l’antigéne O 15 ne soit pas agglutiné a Ja 
dilution de 1:40 par le sérum anti-O 13. 


Tanrest Il. — Epreuves d’absorption croisée sur les sous-groupes : 
1a, 10D; a, od Ceela cat ice acete 


Antigénes 0 


la,lb 
Non absorbé 
Absorbé par 


la,le 
Non absorbé 
Absorbé par 


2a,2b 
Non absorbé 
Absorbé par 


2a 
Non absorbé 
Absorbé par 


Antigéne H flagellaire. — Par des épreuves d'agglutination 
en tubes et d’absorption d’agglutinines, 26 antigénes H ont été 
reconnus. La plupart de ces antigénes n’ont montré aucune réac- 
tion croisée significative entre eux. L’antigéne H 5 est agglutiné 
par l’anti-sérum H 24 4 2 p. 100 du titre homologue, alors que 
antigene H 24 n’est pas agglutiné par Jlanti-sérum H 5 
(tableau ITI). 

Parmi les 26 antigénes H, 6 existent dans des souches appar- 
tenant a plusieurs groupes O différents : l’antigéne H 1 dans des 
souches apparlenant aux groupes O 3, 12, 13, 22 et 23; H 2 dans 
celles des groupes O 1, 2, 4, 8, 16 et 21; H 6 dans celles des 
groupes O 7 et 9; H 9 dans celles des groupes O 21 et 26; 
I] 14 dans celles des groupes O 6 et 29; H 15 dans celles des 
groupes O 20 et 22. 

Pour la détermination des antigeénes H des Rettgerella, nous 
avons d’abord ajouté a chaque culture en bouillon un mélange 


de sérums anti-H a la dilution 1:500 pour chacun de ses 
composants. 
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Tancexu HI. — Relations antigéniques H des Rettgerella. 


Taux Taux Antisérum| Taux Taux 
homologue |hétérologue H homologue |hétérologue 


I 
2 
3 
4 
5 
6 
ef 
8 
9 
I0 


HH 
hmOH 


H 
w 


Parmi plusieurs cultures appartenant au méme type H, cer- 
taines agglutinaient assez faiblement malgré leur grande mobi- 
lité ; agglutination ne se produisait pas aprés une heure a 50° C 
avec le sérum anti-H correspondant dilué a 1: 1000. Il faut done 
que dans le mélange chaque s¢érum ant-II soit présent a la dilu- 
tion de 1 : 500. 


Antigéne IK. — Comme nous l’avons dit plus haut, Fulton ct 
Curtis [9] ont rapporté que Vantigeéne O des hacilles de Rettger 
élait thermolabile et Cope et Kasper [4] ont écrit que ce micro- 
organisme possédait un antigéne L. 

Afin de vérifier ces données, nous avons préparé deux anti- 
sérums avec des cultures de la souche 22/040 vivante ou chauffée 
& 121°C et effectué des épreuves d’agglutination en tubes avec 
ces anti-sérums et des cultures homologues traitées de diverses 
fagons, comme il est indiqué dans le tableau IV. La culture 
vivante et celle chauffée & 75° C pendant une heure ont toutes 
deux été fortement agglutinées par le sérum, alors que des 
cultures tuées par lalcool ou HCl, ou par chauffage a 100° C 
ou 4 121°C ont élé agglutinées & un titre beaucoup plus bas. 
D’autre part, un autre anti-sérum fut préparé avec une culture 
chauffée & 121° C pendant deux heures et des épreuves d’agglu- 
tination furent faites avee les mémes antigénes. Cetle fois, la 
culture vivante ne fut pas agglutinée par le sérum ainsi préparc¢, 
alors que les autres l’ont été fortement. Des épreuves d’absorp- 
tion croisée furent effectuées entre ces deux anli-sérums. Les 
résultats en sont donnés dans le tableau IV. 

Ce tableau montre avec évidence que la souche 22/040 contient 
un antigéne K thermolabile détruit par le chauffage a 100° C, par 
Valeool ou HCl 1 N. Au cours d’autres expériences, les capa- 
cilés d’agglutinino-fixation et agglutinogéne de l’antigéne furent 
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Tasteau IV. — Caractéres des antigénes somatiques de la 
souche 22/040. 


Antigéne 
Non absorbé 


Vivant | 25,600 
75£C, fohre 12,80 
TOOLC,, J are 800 
E2ne¢,, 2 hres 800 
50% Alcool 400 


HCl N 800 


La souche était immobile. O = réaction négative A 1/40. 


détruites seulement lorsque les cultures furent chauffées 4 121° C, 
‘alors que l’agglutinabilité fut détruite lorsqu’elles furent chauffécs 
a 100% GC: 

Par ailleurs, le rapport sérologique avec les antigénes a de 
Stamp et Stone [29] et 6 de Mushin [30] a été démontré. La 
souche de Providencia 26240 (Wakefield) fut utihsée pour lanti- 
géne a. ‘Les souches 6 (Paracolon 30, E. coli C9, E. coli O 
111: B,: Hy, et E. coli C3) et le sérum anti-B employés nous ont 
été fournis par le D™ R. Mushin, de |’Université de Melbourne. 

L’agglutination croisée et les épreuves d’absorption ont prouvé 
la dissemblance existant entre les antigenes a, p et l’antigéne Kx 
de la souche 22/040. 

Cet antigene K de la souche 22/040 occupe une position inter- 
médiaire entre les antigénes B et a ou £, contenus dans les 
souches d’Escherichia et de Providencia respectivement. Vis- 
a-vis du traitement physico-chimique et de l’inhibition de Vagglu- 
tination O, il se comporte comme l’antigéne B, mais ressemble 
a lantigéne « ou 6 a Pépreuve d’agglutinalion, puisque le titre 
de Vagglutinine K est beaucoup plus élevé que celui de lagglu- 
linine O. Nous appellerons cet antigeéne K « antigéne C » pour 
la commodité de lecture des lignes suivantes. 

Le type d’agglutination obtenu avec lui fut le méme que celui 
de Vantigene B. Les cellules ont été aggiutinées en formant une 
erépe au fond du tube. Comme la souche 22/040 était immobile, 
il était impossible de confondre cette forme d’agglutination avec 
une réaction H. L’antigéne C se trouvait dans toutes les cultures 
du type 17.:—, ainsi que dans la souche 22/040. En outre,: une 
souche d’un type différent possédait un antigéne ressemblant 
a Pantigene L. 
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En ce qui concerne les souches de Reltgerella employées pour 
ces recherches, la propriété sérologique constatée des antigénes K 
était propre a un des groupes O et ne se trouvait dans aucun 
autre. I] nous a semblé que celui-ci n’affecterait pas la classifi- 
cation sérologique des souches étudiées; il n’a done pas été 
soumis 4 une investigation approfondie dans cette étude. 


Pendant que ces recherches étaient en cours, Matsui, Tominaga 
et Kobayashi [45] ont publié un mémoire intitulé : « Une étude 
sérologique de Proteus rettgeri » complétement indépendant de 
nos recherches. Ils ont défini 15 groupes O et 15 antigénes H 
parmi ces souches. Leurs souches-types nous ont été transmises 
et nous les avons comparées avec celles employées dans notre 
étude. Nous avons pu ainsi constater que les groupes O de 
Matsui 1 a 15, exceptés les troisi¢éme et treiziéme, étaient iden- 
liques 4 nos groupes O 3 a 15, respectivement, et que les anti- 
génes H de Matsui 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 14 et 15 étaient iden- 
tiques 4 nos antigénes H 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 16, 11 et 21, respec- 
tivement. 

Les antigénes H 2 et 7 de Matsui semblent identiques. L’anti- 
sérum H 2 titrant 1 : 6400 avec l’anligene homologue agegluline 
H{7 4 1 : 1600, mais toutes les agglutinines H de l’anti-sérum H ¥ 
sont absorbées par l’antigéne H 7. L’antigéne H 2 est aaelotne 
au titre 25 p. 100 par Panti- sérum H7, mais il absorbe toulés 
les agglutinines de l’anti-sérum H7. En outre, nous avons vu 
que les antigenes H1, 11 et 12 de Matsui sont identiques. 


RELATIONS ANTIGENIOURS 
AVEC D AUTRES BACTERIES INTESTINALES. 


Les relations antigéniques existant entre les Reltgerella, Pro- 
videncia et Morganella ont été décrites par Ewing |8], Matsui ct 
ses col!aboraleurs [16]. Cope et Kasper {4] ont ¢tudié une souche 
qui était fortement agglutinée par Vantisérum O de Salmonella 
kentucky (8,20 :1 : z6). 

En ce qui concerne les relations antigéniques des Meltgerella 
avee d’autres bactéries entériques, celles avec le groupe Provi- 
dencia ont été examinées dans cette étude. Des épreuves d’agegiu- 
tination croisée en tubes ont été effectuées sur tous les anti- 
eénes O et Hl connus des groupes Rettgerella et Providencia. 
Pour les souches étudiées ici, aucune réaction significative n'a été 
constatée entre la majorité des antigénes O et la totalité des anh- 
génes H des deux groupes. Cependant, les anligénes O 2a, 2D 
des Reltgerella agglutinent fortement dans lanti-sérum O 17 des 
Providencia et la réaction réciproque est également positive. 
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Lorsque le sérum O 17 des Providencia est absorbé par les anti- 
genes O 2a, 2b des Rettgerella, le titre des agglutinines du 
sérum tombe de 1: 6400 a 1:800. D’autre part, quand l’anti- 
sérum 2a, 26 des Rettgerella est absorbé par une culture O 17 
des Providencia, le titre d’agglutinine du sérum est réduit de 
1 2.1280 Ras c0Us 


SCHEMA ANTIGENIOUE POUR LE GENRE Lettgerella. 


Les études sur les antigénes O et H des Rettgerella, mention- 
nées ci-dessus, ont permis d’établir un schéma antigénique pour 
le genre. Comme le montre le tableau V, il comprend 34 groupes O, 
26 antigénes H et 45 types. 


Discussion. 


‘Le but principal de cette étude a été de trouver des méthodes 
pour Videntification des groupes sérologiques de Retlgerella et 
pour la détermination de types a l’intérieur des groupes. 

Aux épreuves biochimiques, le Rettgerella se présente comme 
un bacille & Gram-négatif, produisant de l’indole, mais pas de 
SH., et hydrolysant l’urée. Il donne une coloration brunatre a la 
tranche du milieu semi-solide de Hajna lorsque du citrate de fer 
ammoniacal est ajouté au milieu. On peut donc considérer les 
bactéries possédant ces caractéristiques comme appartenant au 
genre Rettgerella. 

Une question se pose quant au rapport entre les groupes 
Rettgerella et Providencia. Du point de vue biochimique, parmi 
les caractéres généraux signalés, aucune différence significative 
mexiste entre ces deux groupes, sauf en ce qui concerne |’hydro- 
lyse de lurée. Pour cette raison, plusieurs auteurs conseillent 
de confondre les deux groupes en un seul {2, 25, 20]. La fermen- 
iation des glucides, cependant, montre quelques différences entre 
Rettgerella et Providencia. Tous les Rettgerella examinés par 
nous attaquent l’adonite, Vinosite et la mannite rapidement et 
Vérythrite en deux a cing jours. Dans une étude antérieure [418], 
par contre, nous avons constaté que les Providencia fermentent 
soit l’adonite ou l’inosite mais non pas la mannite et |’érythrite, 
et que celles qui attaquent l’adonite et l’inosite sont extrémement 
rares. Les méme résultats ont été rapportés par Ewing, Tanner 
et Dennard [7], Kauffmann et Petersen [42]. Donc, a ce sujet, il 
semble que les deux groupes se distinguent l’un de l'autre. 
Cependant, on peut se demander si sur de telles différences on 
peut vraiment établir une distinction entre le groupe Rettgerella 
et celui des Providencia. En revoyant les propriétés des Pre- 
teus [413], on constate que la capacité de fermenter Je maltose va 
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de pair avec la formation d’indole. Une espéce, P. vulgaris 
atlaque le maltose et forme de Vindole, alors qu'une autre, 
P. mirabilis ne posséde pas ces pouvoirs, mais les deux espéces 
ne peuvent pourtant ¢tre distinguées l’une de l’autre du point 
de vue antigénique. De méme les Shigella sont différenc:ées en 
deux groupes (en dehors de Sh. sonnei) principaux selon leur 
propriété d’attaquer ou non Ja mannite. 

L’hydrolyse de Vurée ne saurait ¢tre considérée comme une 
propri(té caractéristique d’un genre. Parmi les Klebsiella, quel- 
ques souches n’utilisent pas l’urée, alors que la majorité Ja 
transforme. Ewing et coll. [7] ont signalé que quelques souches 
de Providencia hydrolysent Vurée faiblement et tardivement. La 
fréquence des infections des voies urinaires, accompagnées ou 
non de signes pathologiques, est la méme pour Rettgerella et 
Providencia. Les microorganismes des deux genres sont rarement 
isolés chez nous des féces normales et on les trouve plus 
fréquemment dans les affections des voies urinaires. D’apreés 
Fujino (communication personnelle), les Rettgerella et Provi- 
dencia forment 9 a 12 p. 100 des bactéries intest:nales qu’1l 
a isolées d’un millier de cas d’affections des voies urinaires dans 
un hépital. Nous [24] avons pu isoier des représentants des deux 
genres de ganghons mésentériques chez des chiens atteints 
d’infections des voies urinaires. 

A en juger par ces détails, il parait raisonnable que les genres 
Retigerella et Providencia soient réunis en un seul, malgré 
quelques différences biochimiques. Par conséquent, nous propo- 
sons que les Providencia soient classés dans le genre Rettgerella ; 
la classification suivante serait étable d’aprés Vhydrolyse de 
lurée et la fermentation de |’érythrite : 

Genre Rettgerella: espéce 1, R. rettgeri ; espece 2, R. provi- 
denciae. 

D’apres les 34 antigénes O et 26 antigénes H identifiés chez les 
103 souches examinées, un schéma antigénique a été établi; ii 
comprend 45 types, dont 34 souches de type la, 1b isolées 
d’infections des voies urinaires. Ce type la, 1 b :— représente 
79 p. 100 des souches isolées d’urines; il semble done étroi- 
iement associé aux infections des voies urinaires. D’autre part, 
toutes les souches de ce type ayant été isolées au méme hépital, 
un facteur épidémique semble avoir joué un ré%e déterminant 
dans ces infections. 

Comme i] est dit plus haut, nous avons étudié plus particulie- 
rement les antigenes O et H. Il semble pourtant que la classi- 
fication sérologique dans le groupe Rettgerella doit ¢tre fondée 
sur la recherche des antigénes O, K et H, méme si la présence 
(antigenes K n’entre pas directement en ligne de compte. Bicn 
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que les variations quantitatives et qualificatives des antigénes H 
solent étroitement liées a la classification sérologique des Entéro- 
bactéries, rien n’est encore connu de ces phénoménes parmi les 
Retigerella, L’étude de ce groupe doit donc étre poursuivie jus- 
qua ce qu’une classification satisfaisante soit obtenue. 

L’antigéne C décrit ici pour la premiére fois et qui posséde 
des proprictés des antigénes a, B et B, a été mis en évidence chez 
le type 17 : —, mais il n’a pas été trouvé chez d’autres. Au cours 
d’autres études non encore publiées, nous avons trouvé cet anti- 
gene C chez des Providencia. 1 est donc probable qu’il existe 
chez d’autres groupes d’Entérobactéries. Ici encore, une étude 
approfondie est nécessaire. 


RésuME. 


Des études biochimiques et sérologiques ont été effectuées sur 
103 souches de Retigerella. Trente-quatre groupes O et 26 anti- 
génes H ont été reconnus et un schéma antigénique a été proposé 
pour le groupe. I contient 45 types sérologiques. Bien que la 
recherche des antigénes K du groupe n’ait pas été poussée trés 
loin, V’antigéne C, considéré comme une forme nouvelle des anti- 
génes K, a été signalé chez le type 17 :—. 

Des formations ressemblant aux flagelles et qui doivent étre le 
sujet de recherches ultérieures ont été mises en évidence sous 
microscopie électronique dans des microorganismes immobiles. 

Les auteurs discutent la taxonomie des groupes Rettgerella et 
Providencia et proposent que les deux groupes soient considérés 
comme deux espéces, Rettgerella reltgert et R. providenciae, for- 
mant un genre unique, Rettgerella. 


SUMMARY 


Stupies on Rellgerella. 


Biochemical and serological studies were carried out on 
103 Retigerella cultures. After 34 O-groups and 26 H.-antigens 
were established, an antigenic schema was devised for the group 
which contained 45 serological types. Although the investigation 
of the K antigens of the group was not extensive, C antigen 
which was considered to be a new form of K antigen, was found 
in the types D7: ==. 

Some flagella-like substance which should be determined in 
future studies was demonstrated by electron microscopy in non- 
motile organisms. 

The taxonomy of the Rettgerella and Providencia groups is 
discussed and it is proposed that both groups should be reorga- 
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nized into two species, Rettgerella rettgert and R. providenciae, 
which should form a single genus, Reltgerella. 


* 
Ki 


Nous témoignons ici notre reconnaissance profonde au D* KR. 
Buttiaux, de Institut Pasteur de Lille, qui a eu la bienveillance 
de reviser nolre manuscrit et nous a envoyé ses souches; au 
D™ R. Mushin, de Université de Melbourne, qui nous a fourni 
ses souches et antisérums, et au D? Fujino, du Teishin Hépital 
de Tokio, qui lui aussi nous a confié ses souches. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 6 Février 1958 


Présidence de M. Prévor. 


NECROLOGIE 


CLAUDE FROMAGEOT 


(1899-1958) 


Le sort semble s’acharner sur la Biochimie francaise et aprés ia 
mort tragique de Boivin, de Machebceuf et de Polonovski, voici que 
nous avons a déplorer aujourd’hui celle de Claude Fromageot, membre 
de notre Société, enlevé le 10 janvier 1958 & affection de sa famille, 
% Vadmiration de ses collégues et de ses éléves, a la direction de sa 
chaire et & son ceuvre. 

Ingénieur agronome en 1922, licencié és sciences naturelles en 1923, 
docteur és sciences en 1927, assistant 4 l'Institut de Chimie-Physique 
de Zurich en 1925-1926, puis Boursier a l'Institut de Biochimie de 
Berlin chez Neuberg, en 1928, il fut nommé maitre de Conférences 
i la Faculté des Sciences de Lyon en 1929 et Directeur du Laboratoire 
de Chimie Biologique de cette Faculté. Professeur sans chaire en 1934, 
ii fut muté a la maitrise de conférence de chimie biologique de la 
Sorbonne en 1946 et nommé, en 1954, titulaire de la chaire dont il 
modernisa et réorganisa les laboratoires de la facon la plus heureuse. 
Il fut aimsi amené a remplir d’innombrables fonctions officielles en 
France, & accomplir de nombreuses missions scientifiques A 1’étranger, 
é faire partie de onze Sociétés savantes dont trois le compterent comme 
Président. 

Ui avait été récemment rattaché a la section d’Economie Rurale de 
l’Académie des Sciences et avant méme d’avoir été mis en ligne avait 
recueiJli un nombre important de voix, recevant ainsi de l'Institut une 
preuve éclatante de la valeur de son ceuvre. 

Celle-ci en effet s’est traduite entre 1923 et 1955 par 179 publications 
originales, 26 travaux d’ensemble et conférences, 32 theses de sciences 
exécutées dans son laboratoire sous sa direction. 


C’est dire qu’il a été un chef d’école remarquable. Il est difficile 
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de résumer une telle ceuvre et il serait injuste de notre part de ne 
parler que de sa partie microbiologique, pourtant si importante. 

C’est d’abord le groupe de ses recherches sur le mécanisme des 
oxydations et des fermentations chez les microorganismes qui frappe 
les bactériologistes que nous sommes: étude physicochimique de 
Vacide pyruvique ; recherches sur FE. coli et L. bulgaricus ; recherches 
sur les bactéries propioniques, plus particulitrement sur la fermenta- 
tion et la respiration de Propionibacterium pentosaceum ; études sut 
les cytochromes ; relations entre dégradations et synthéses, en parti- 
culier entre fermentation et synthéses bactériennes ; étude de quelques 
syntheses chez les levures (levure de boulangerie, levures rouges), sans 
négliger les applications pratiques des mécanismes étudiés (fabrication 
d’acide propionique et de divers acides gras par fermentation). 

C’est ensuite l'étude du métabolisme des différentes formes orga- 
niques du soufre chez les microorganismes et chez les animaux supé- 
rieurs. Chez les bactéries il étudie la dégradation de la cystéine, fe 
métabolisme de l’acide cystéine-sulfinique ; chez les animaux supérieurs 
il étudie la cystéine-désulfhydrase, l’homocystéine-désulfhydrase, le 
métabolisme de -l’acide cystéine-sulfinique d’abord par l’étude enzy- 
matique de la désulfination puis par celle de la décarboxylation ; 
ensuite la désulfination et la décarboxylation de l’acide cystéine-sulfi- 
nique chez l’animal vivant ; enfin la formation et le réle du thiosulfate 
chez les animaux supérieurs. 

C’est enfin la partie capitale de son ceuvre: ses recherches sur la 
structure des protéines biologiquement actives et sur les relations 
existant entre structure et activité biologique. Pour ]’étude des struc- 
tures, et en particulier de l’ordre d’enchainement des acides aminés 
dans les chaines peptidiques, il a dai mettre au point un certain 
nombre de méthodes générales d’analyse, qu’il a ensuite appliquées 
a l’étude de J’insuline, des lysozymes, de locytocine, de la vasopres- 
sine. Puis il a recherché l’action des ions métalliques sur la stabilité 
de divers enzymes : protéinases bactériennes et animales (en particulier 
la plasmine) et sur des enzymes divers (carboxypeptidase, lysozyme). 
A ces trois chapitres principaux de son ceuvre vinrent s’ajouter chemin 
faisant des recherches diverses : spectrographie des milieux troubles, 
oti ses premiéres études de chimie-physique lui permirent d’établir 
Ja discrimination entre absorption et diffusion ; spectre, dans le visible, 
de l’oxyhémoglobine au sein des globules rouges ; dosage de quelques 
acides aminés (alanine, valine, leucine) ; étude de la protéine du virus 
de la maladie A polyédres du ver a soie ; étude de l’action biologique 
des divers isoméres de l’hexachlorohexane et enfin 1’effet potentialisant 
de diverses amines aromatiques substituées vis-a-vis de l’action de l’ocy- 
tocine sur l’utérus de cobaye. 

On frémit douloureusement a l’idée que sa puissance de travail ct 
de création aurait di normalement durer plus de quinze ans encore 
et au nombre considérable de découvertes qu’il aurait pu faire. 

Nous le voyons encore entrer en coup de vent dans nos laboratoires, 
ses yeux clairs brillant d’enthousiasme juvénile, exposer un sujet de 
recherche, demander des souches pour le réaliser, modifier le chapitre 
d’une thése faite dans notre Maison et dont il devait étre rapporteur 
ou juge. Nul plus que lui ne faisait penser 4 la réalité de 1’expression 
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nieztschéenne « la gaia scienza » et quand il vous quittait on avait 
Vimpression qu’une lumicre s’était éteinte. 

Maintenant la grande lumicre de sa vie s’est éteinte & jamais et 
nous laisse dans une tristesse infinie, presque dans une révolte. 

A sa famille, & ses collégues, & ses éléves, nous disons combien nous 


participons & leur deuil. 
Neh. JP 


COMMUNICATIONS 


SUR LA CONSERVATION DANS LES PEAUX 
DES MUTANTS ATTENUES DU VIRUS DU MYXOME 


par H. JACOTOT, A. VALLEE et B. VIRAT 
(avec la collaboration technique de A. LE PRIOL). 


(Unstitut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


Une étude antérieure nous a permis de constater que le virus de 
Sanarelli est capable d’une longue survie dans les peaux soumises & la 
dessiccation & lair libre [4]. Nous rapporterons ici les résultats d’expé- 
riences ayant le méme objet, mais dans lJesquelles l’infection des lapins 
a été réalisée avec des mutants atténués de ce virus. 

Le protocole expérimental restant le méme, les essais ont porté sur 
trois souches atténuées, Loir-et-Cher B et Loiret 13, isolées par nous 
en France il y a quelques années [2] et neuromyxome de Hurst 
auquel nous avons consacré récemment un mémoire [3]. 


Les lapins dont les peaux ont été examinées avaient été infectés 
expérimentalement, ou par inoculation (sous-cutanée, intracérébrale, 
intradermique, intratesticulaire), ou par friclion dorsale large aprés 
scarification, ou par pigtires de moustiques. Toutes les peaux ont été 
prélevées aprés la mort. 

Chez les lapins infectés avec le virus Loir-et-Cher B, nous avons 
observé des survies d’un mois et demi, deux mois et demi, trois mois 
et demi et quatre mois ; chez les lapins qui avaient été inoculés avec 
la souche Loiret 13, le virus n’a pas été retrouvé au-deld du premier 
mois. Enfin, le virus du neuromyxome a été mis en évidence dans 
les peaux conservées pendant un mois, deux mois, deux mois et demi, 
trois mois et demi et cing mois. 

Dans Ja plupart des cas, les fragments de peau soumis aux essais 
ont été prélevés dans les régions ou se forment habituellement les 
lésions ; chez les deux lapins qui avaient été inoculés par friction 


Virus 
employé 


Lapins d’ok provenaient 
les peaux 


M. 5. Inoc. expér. (1) 
Mort 28 j. aprés de 
maladie nodulaire, 


M6. Inoc. expér. (1) 
Mort 23 j. aprés de 
maladie nodulaire. 


N50. Inoc. expér. (1) 
Mort 24 Jj. aprés de 
maladie nodulaire. 


N16. Inoc. expér. (1) 
Mort 28 j. aprés de 
maladie nodulaire. 


P_8l. Inoc. expér. (2) 
Mort 18 j. aprés de 
maladie subclassique. 


L_55. Inoc. expér. (1) 
Mort 54 3. aprés de 
maladie nodulaire. 


M_14. Inoc. expér. (3) 
Mort 14 j. aprés de 


maladie classique. 


3 4 4a 5 6&8 
mois mois mois mois |] mois 
w/2 WP 


NEUROMYXOME 


‘S18. Inoc. expér. (4) 
Mort 24 j. aprés de 
maladie classique. 


P16. Inoc. expér. (5) 
Mort 10 j. aprés de 
maladie subclassique 


N_3. Inoc. expér. (1) 
Mort 18 j. aprés de 
maladie subclassique 


N_7% Inoc. expér. (3) 
Mort 14 j. aprés de 
maladie subclassique. 


—- 


074, Inoc. expér. (3) 
Mort 18 j. aprés de 
maladie subclassique- 


233, Inoc. expér. (3) 
Mort 14 j. aprés de 
maladie nodulaire. 


239, Inoc. expér. (1) 
Mort 20 j. aprés de 
maladie mixte. 


P79, Inoc. expér. (2) 
Mort 16 j. aprés de 
maladie mixte. 


R11. Inoc. expér. (3) 
Mort 11 j. aprés de 
maladie subclassique. 


289. Inoc. expér. (3) 
Mort 12 j. apres de 
maladie mixte,. 


254, Inoc. expér. (3) 
Mort 16 j. aprés de 
maladie mixte. 


R13. Inoc. expér. (3) 
Mort £85. apres Ge 
maladie mixte. 


Inoc. expér. = inoculation expérimentale. 


(1) = sous Ja peau. 


(2) = par friction culanée. 


| 


3) = intratesticulaire. 


(4) = par moustique ou dans le derme. 
(6) = intracérébrale. 
+G = guéri. 


+ 18 = mort en dix-huit jours. 
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dorsale apres scarification, l’un avec virus Loir-et-Cher B, l’autre avec 
le neuromyxome, c’est la peau de cette région dorsale qui a été soumise 
aux essais ; il est & remarquer que les lambeaux de peau dorsale ont 
infecté tous les lapins correspondants, dans les délais respectifs de 
quatre mois (Loir-et-Cher B), de deux mois et de trois mois et demi 
(neuromyxome) ; il n’est donc pas douteux que 1a ot une lésion a pu 
se constituer, un mutant méme trés atténué est susceptible de survivre 
plusieurs mois. 


Enfin, on notera que sur dix lapins qui ont révélé la présence de 
virus Loir-et-Cher B ou L 18, quatre seulement sont morts ; il semble- 
rait que, dans les peaux soumises 4 la dessiccation a l’air libre, le 
pouvoir pathogéne de ces mutants ait subi une certaine atténuation. 
Les lapins qui ont révélé la présence de virus du neuromyxome ont 
guéri dans la proportion de huit sur onze (72,7 p. 100), résultat qui 
n'est. pas en désaccord avec ce que nous avons appris de Ja virulence 
de cette souche. 

On trouvera dans le tableau ci-joint le résumé des expériences. 


Conciusions. — Les mutants atténués du virus de Sanarelli sont aptes 
& survivre pendant plusieurs mois dans les peaux retournées puis aban- 
données & Ja dessiccation 4 l’air libre ; les délais les plus longs que 
nous ayons enregistrés ont élé de cinq mois pour le virus du neuro- 
myxome et de quatre mois pour une souche isolée en France. Ces 
temps de survie sont inférieurs 4 ceux que nous avions obtenus dans 
des essais semblables avec le virus classique ; en outre, la proportion 
d’animaux infectés est moindre ; mais il n’est pas douteux que 1a ou 
s’est formé un nodule le virus atténué a la faculté de persister pendant 
longtemps ; l’exemple du neuromyxome est, a cet égard, parfaitement 
significatif. 


SUMMARY 


THE PRESERVATION IN DESICCATED RABBIT SKINS OF ATTENUATED MUTANTS 
OF MYXOMA VIRUS. 


Attenuated mutants of myxoma virus survive several months in 
skins turned inside out and exposed to the air. The longest delays 
observed have been five months for the neuromyxoma virus and four 
months for a strain isolated in France. These survival times are 
shorter than those obtained with the classical virus ; besides, the 
proportion of infected animals is lower. But the attenuated virus can 
certainly persist a long time at the site of the nodule, as evidenced 
in the case of neuromyxoma. . 
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EVOLUTION DE LA SENSIBILITE 
A TROIS ANTIBIOTIQUES ANTITUBERCULEUX 
DES SOUCHES DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
ISOLEES ENTRE 1953 ET 1957 
DE PRODUITS PATHOLOGIQUES HUMAINS 


par J. VIALLIER et R.-M. CAYRE. 


Unstiltut Pasteur de Lyon) 


Nous avons Ja possibilité d’examiner dans notre service, 4 ]’Institut 
Pasteur de Lyon, pratiquement toutes les souches de bacilles tuber- 
culeux isolées 4 partir de sujets hospitalisés dans les différents services 
des hdpitaux. Nous avons aussi sur ces derniers des renseignements 
cliniques précis. I] nous a semblé intéressant, dans ces conditions, 
d’étudier les variations de la sensibilité aux trois antibiotiques anti- 
tuberculeux majeurs (streptomycine, isoniazide, PAS) des souches isolées 
depuis 1953. 

La recherche de la sensibilité & l’antibiotique a toujours été effectuée 
selon la méme technique : ensemencement en milieu liquide de You- 
mans-sérum de cheval additionné d’une quantité croissante d’antibio- 
tique, d’une souche isolée sur milieu solide & partir d’un repiquage 
intermédiaire en milieu de Dubos liquide. Toutes les précautions ont 
été prises pour que les résultats obtenus aient été toujours comparables 
entre eux, en particulier en ce qui concerne la quantité de bacille 
ensemencé et Ja lecture des résultats. La mesure de la sensibilité aux 
trois antibiotiques a été faile simultanément A partir de la méme 
souche isolée. 

La statistique que nous présentons porte sur 2 131 souches provenant 
de l’expectoration de sujets hospitalisés, avant, pendant ou aprés traile- 
ment antibiotique. Nous avons exclu de cette statistique toutes les 
souches obtenues a partir de mucosités prélevées par tubage gastrique 
ou A partir d’autres produits pathologiques. Au cours de la méme 
année nous n’avons retenu que Ja premitre souche par nom, aucun 
malade n’ayant de ce fait fourni successivement plusieurs produits. 
En 1953, nous n’avons pu retenir que 218 souches, testées dans les 
conditions précédentes aux trois antibiotiques. En 1954 et 1955, nous 
avons pu en colliger 428 et 485. En 1956 et 1957, nous nous sommes 
limités & 500 souches, nolées sans aucune sélection d’aprés l’ordre 
d’arrivée au laboratoire du produit pathologique. 

Nous avons réparti ces bacilles arbitrairement en sensibles et résis- 
tants, en considérant comme sensibles les bacilles pour lesquels une 
concentration maxima de streptomycine de 10 wg, d’isoniazide de 1 ug, 
de PAS de 10 pg exercait une activité bactériostatique suffisante pour 
inhiber totalement la croissance des bacilles. 
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Notre statistique s’établit ainsi (tableau I) : le premier chiffre indique 
le nombre total de souches retenues dans l’année considérée, le second 
chiffre entre parenthéses, le pourcentage. 

La statistique globale ne nous a montré que des variations limitées. 


NOMBRE DE SOUCHES isolées 
d'expectoration de malades 
nospitalisés et pour les- 
quelles on a pratiqué simul- 
tanément la mesure de la sen- 
sibilité aux 3 antibiotiques 
(Streptomycine-Isoniazide-PAS) 


SOUCHES SENSIBLES AUX 3 ANTI- 
BIOTIQUES (Activité bactério- 
statique supérieure & 80% de 


1 pe d'INH, de 10 pg de Strep- 


Tasieau I. 


fs 185 5 ae a5 ay es 5 en LD Oe 


218 


tomycine ou de PAS)........ = 1:20,(5515.9)) 


SOUCHES RESISTANTES A L'INEH ;: 


-Résistantes & 1'INH, sensi- 
bles aux 2 autres...ssccace 


-Résistantes a4 1'INH et au 
PAS, sensibles a la Strep- 
tomycine ...e..-- Cele levee le isiele 


-Résistantes & 1'INH et 4 la 
Streptomycine, sensibdles au 
PAS) occ crc ars eie 010 ei suse niece wie ° 


SOUCHES RESISTANTES A LA 
STREPTOMYCINE ..ceecsesceves 


-Résistantes a la Streptomy- 
cine, sensibles aux 2 autres 


-Résistantes & la Streptomy- 
cine et au PAS, sensibles 4 
CLM HG eielsracslateisiecevsiete:s eccscee 


-Résistantes a la Streptomy— 
cine et & 1'INH, sensibles 


SOUCHES RESISTANTES AU PAS.. 


-Résistantes au PAS, sensible 
AUX 2 AUTTES wccacucias ose soo 


-Résistantes au PAS et AlINH, 
sensibleja la Streptomycine 

-Résistantes au PAS et & la 
Streptomycine,sensiblesa 
DINE os seve cia 6 wagers ceeweseee 


SOUCHES RESISTANTES AUX 3 AN- 
Tie ee ENVISAGES SEPARE- 


428 


205( 47,8) 


485 


295(60,9) 


500 


289(57,6) 


57(26,14) 153(35,74) 153(31,54) 164(32,8) 


34(15,8) 


9(4,19) 


8(3,72) 
35415) 13) 


12545) 


TA Bye) 


8(3,72) 


44(20, 18) 
22(10,2) 


9(4,19) 


1(3,2) 


6(2,79) 


86(20,08) 101(20,8) 


24(5,6) 


26(6,07) 
75(17,52) 


19(4,4) 


JEN S5)) 


26(6,07) 


92(21,49) 
38(8,8) 


24(5,6) 


13(3) 


17 (3,9) 


14(2,8) 


26(5,3) 
57(11,75) 


¥3 (2,67) 


6(1,23) 


26(5,3) 
49(10,1) 


17(3,5) 


14(2,8) 


6(1,23) 


12(2,47) 


113(22,6) 


17(3,4) 


23(4,6) 
56(11,2) 


18(3,6) 


4(0,8) 


23(4,6) 


57(11,4) 
25(5) 


17(3,4) 


4(0,8) 


(AR) 


500 


290(58) 
165(33) 


106(21,2) 


9(1,8) 


41(8, 2) 
83(16,6) 


28(5,6) 


5(1.) 


41(8,2) 
sel) 


12(2,4) 


9(1,8) 


5(1) 


9(1,8) 


Le pourcenlage des souches isolées sensibles aux trois antibiotiques 
n'a pas subi de modifications appréciables au cours de ces cing années, 
sauf en 1954 ot il a diminué de facon importante par suite de V’appa- 
rition d’un nombre élevé de souches isoniazido-résistantes. Le nombre 
de souches isoniazido-résistantes, en effet, en augmentation nette en 
1954, est resté 4 peu prés stationnaire depuis, mais demeure élevé, 
constituant la majorité des bacilles échappant A l’action des antibio- 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 507 


liques. Ce qui prédomine, ce sont les souches insensibles seulement 
i Visoniazide mais restées sensibles aux deux autres antibiotiques. 

Les bacilles streptomycino-résistants ont été trouvés en quantité 
sensiblement équivalente au cours de ces cing années. La majorité 
d’entre eux sont du reste insensibles A la fois & la streptomycine et 
& Visoniazide, sauf en 1954 ou c’étaient les souches résistantes A la 
streptomycine seule ou a la streplomycine et au PAS qui prédominaient. 

Les souches PAS-résistantes sont, par contre, moins fréquentes et 
leur pourcentage a suivi une courbe décroissante, alors que celui des 
souches jsoniazido-résistantes progressait. Il faut voir dans ce fait la 
conséquence du remplacement de l’association streptomycine-PAS par 
Vassociation streptomycine-INH dans le traitement des tuberculoses 
pulmonaires. 

Quant aux souches résistantes aux trois antibiotiques envisagés sépa- 
rément, elles restent en proportion minime et, d’aprés notre statis- 
tique, seraient en légére diminution. 


SUMMARY 


EVOLUTION OF THE SENSITIVITY TO THREE ANTITUBERCULOUS ANTIBIOTICS, 
OF STRAINS OF Mycobacteria 1soLATED BETWEEN 1953 Anp 1957 
FROM HUMAN PATHOLOGICAL MATERIAL. 


Statistical study of the streptomycin- and _ isoniazid-sensitivity of 
2131 strains of tubercle bacilli, isolated from expectorations. Slight 
variations only have been demonstrated between 1953 and 1957. The 
number of isoniazid-resistant strains is high ; they constitute the 
main part of bacilli resistant to antibiotics (more than 380 %). Most 
of the strains (about 20 %) are resistant to isoniazid alone ; a few 
are isoniazid- and streptomycin-resistant (from 4 to 8 %). Most of the 
streptomycin-resistant strains are also isoniazid-resistant. The number 
of PAS-resistant strains seems to decrease. 
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POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL 
ET SENSIBILITE AU LYSOZYME 
DES CULTURES DE SHIGELLA 


par Szymona SZTURM-RUBINSTEN. 


(Institut Pasteur, Service de Microbie générale et C. N. R.S.) 


Dans une note précédente [1] nous avons signalé que certaines 
souches dysentériques ne donnent pas de kérato-conjonctivite aux 
cobayes ou lapins. Ces souches peuvent étre sensibles au lysozyme et 
de ce fait inactives. Ceci nous a conduit A étudier la sensibilité des 
Shigella au lysozyme. 

Fleming [2] en 1922 a découvert dans le blanc d’ceuf une substance, 
le lysozyme, capable de clarifier les cultures de certaines bactéries. 
Il signale sa présence dans les larmes, les sécrétions nasales et dans 
plusieurs tissus humains et animaux. Cette substance, relativement 
thermolabile, provoque a4 des dilutions éGlevées la lyse de certains 
germes non pathogénes, en particulier d’un coque Gram-positif : 
Micrococcus lysodeikticus. Le lysozyme est également actif vis-a-vis de 
certaines souches de staphylocoque et de streptocoque. Les propriétés 
chimiques du lysozyme ont été étudiées par Wolff [3] en 1927 et par 
Meyer et coll. [4] en 1936. C’est un enzyme qui semble décomposer 
certains éléments des polysaccharides des bactéries sensibles. Epstein 
et Chain [5] ont démontré que cet enzyme hydrolysait un polysaccha- 
ride insoluble dans l’eau, présent dans le corps des bactéries sensibles. 
Ce polysaccharide est dégradé en produits solubles ; ce processus peut 
étre accompagné d’une lyse compléte de la bactérie. Ils soulignent aussi 
le rdJe du pH dans Vaction du lysozyme. 

Shugar [6], dans son mémoire sur le lysozyme, signale qu’un nombre 
restreint de germes est sensible 4 cet enzyme. Ce nombre est limité 
aux genres Micrococcus, Sarcina, Bacillus. Mais il cite un travail de 
Ridley [7], qui prétend que le lysozyme des larmes agit sur certaines 
hactéries pathogénes. Regan, également cité par Shugar, parle d’abces 
de Ja cornée accompagnés d’une diminution de la quantité du_lyso- 
zyme dans les Jarmes. Comme d’autres auteurs, Shugar trouve que les 
germes Gram-négatifs sont g@énéralement insensibles. Mais Zinder ct 
Arndt [8], par l’action du lysozyme cristallisé du blanc d’ocuf, obtien- 
nent pour les souches Ff. coli K12 et B une lyse qui s’exprime par la 
possibilité pour le germe de sortir de ses parois cellulaires. 


RECHERCHES PERSONNELLES. — Nous avons commencé par examiner 
Vaction inhibitrice possible des larmes des cobayes sur les souches de 
Shigella, qui ne donnent pas de kérato-conjonctivite. 

Une culture en bouillon de 18 heures est répartie en tubes 2 hémo- 
lyse (1 ml), un disque de papier buvard stérile (7 mm de diamétre) 
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imbibé de larmes de cobayes est mis dans chaque tube. On n’observe 
pas d’inhibition de culture pour les six souches éprouvées : 1 Sh. dysen- 
teriae 2, 2 Sh, flexneri 5, 1 Sh. boydii 5, 2 Sh. sonnei. Micrococcus 
lysodeikticus n’est pas non plus inhibé dans les mémes conditions. 

L’expérience est répétée sur gélose: II gouttes d’une culture en 
bouillon de 18 heures sont étalées sur une gélose en boite de Petri 
et aussitOt aprés on dispose des disques de papier buvard imbibés de 
larmes de cobayes. Nous n’avons pas obtenu d’inhibition de culture. 
Nous ‘avons poursuivi notre travail avec le lysozyme de blanc d’oeuf 
cristallisé « Armour and Company ». Nous avons mis en contact une 
série de dilutions de ce lysozyme d’abord avec des cultures de 18 heures 
en bouillon, ensuite avec une suspension de germes en milieu synthé- 
tique tamponné 4 pH 7,4 et enfin avec une suspension dans le Tris 
buffer (Sigma Chemical Company) 4 pH 9. Les résultats les plus nets 
ont été obtenus avec une suspension des germes dans le tampon Tris 
i pH 9. C’est done la technique proposée pour les souches EZ. coli K12 
el B par Zinder et Arndt que nous avons utilisée. 


Les cultures en bouillon d’une nuit sont diluées au dixiéme dans le 
bouillon Penassay [9], incubées avec aération quatre-vingt-dix minutes 
a 37°, et ensuite centrifugées. Chaque culot est lavé en eau physiolo- 
gique, resuspendu ensuite dans une solution préalablement préparce 
de tampon Tris. On répartit 6 ml de la suspension dans 6 tubes (1 ml 
par tube). 

On prépare une gamme de dilutions du lysozyme : 0,01 g dans 1 ml 
d’eau distillée, puis on dilue de 10 en 10. I goutte de chaque dilu- 
tion 10—, 10—*, 10—*, 10—, 10-—® est mise dams Je tube contenant 
déja 1 ml de suspension de germes. Le sixiéme tube de la suspension 
sert de témoin. Les tubes sont mis 4 ]’étuve 4 37°. La lecture est 
effectuée une, trois, six, dix-huit, vingt-quatre et quarante-huit heures 
aprés. La souche de Micrococcus lysodeikticus sert de contréle de l’acti- 
vité du lysozyme. 

Une dilution inférieure 4 10—* donnait une agglutination pour un 
erand nombre de souches ou une lyse incompléte pour Micrococcus 
lysodeikticus. D’ailleurs, méme Aa la concentration 10—* et 10-* on 
observe quelquefois une agglutination. 


Pour Micrococcus lysodeikticus la lyse était visible instantanément. 
Pour certaines de nos souches la clarification de la suspension était 
visible au plus t6t trois heures aprés qu’on efit ajouté le lysozyme ; 
pour d’autres seulement aprés dix-huit heures. 

Nous avons fait des préparations & partir de tubes additionnés de 
lysozyme et 2 partir de tubes témoins. Les unes étaient colorées par 
la méthode de Gram ou avec le colorant de Giemsa. Les autres étaient 
observées 4 ]’état frais au microscope A contraste de phase. Seuls les 
cermes des tubes témoins étaient uniformément et intensément colorés 
et visibles A l’état frais avec un fort contraste. Dans les tubes oti le 
lysozyme était actif, le contraste des germes était trés diminué. 

Nous avons éprouvé Ja sensibilité au lysozyme de 49 souches, en 
choisissant des représentants de différents sérotypes de Shigella. Nous 
avons aussi tenu compte, dans le choix de nos souches, de leur action 
sur l’ooil du cobaye, pour comparer l’action du lysozyme sur des 
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souches capables de provoquer une kérato-conjonctivite et sur des 
souches inactives. 

Le tableau montre que les souches qui ont donné une réaction posi- 
live 4 l’oail du cobaye et celles qui avaient été sans action pouvaient 
étre sensibles ou non & l’action du lysozyme. 


Reaction oeil :Nombre de souches 


3 :Nombre de: 
: souches : du_cobaye : sensibles au 
| Shigelie 3 :positive:négative: lysozyme 


dysenteriae: : 2 : : il 
9 vas 2 
} 


alk 


Shigella 
flexeneri 


ee 
} 


Shigella : 


tboydii 


Pune 
oe ee foe foe 
PR 
oefeefes fer oe 
coleofes ee oe 
seleelecles oe 


ey Sia ey (ee es poe ee 
Shigella: i TE FS Seg eS 


sonnei 5 vf 


Sur 9 souches : 2 Sh. flexneri 2, 1 Sh. flexneri 5, 2 Sh. boydii 1 
2 Sh, boydii 5, 1 Sh. boydii 7 et 1 Sh. boydii 11, qui étaient sensibles 
au lysozyme cristallisé, nous avons essayé l’action des larmes de cobayes. 
Les souches étaient préparées selon la technique proposée par Zinder 
et Arndt que nous avons utilisée pour l’action du lysozyme cristallisé. 
A la place du lysozyme nous avons mis des disques stériles de papier 
buvard imbibés de larmes de cobayes. On n’observe pas un éclaircis- 
sement de la suspension bien visible comme avec le lysozyme cristallisé. 
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Slopek [40] signale que le suc intestinal du cobaye et du lapin 
contient beaucoup de lysozyme tandis que dans d’autres sécrétions, 
notamment dans les larmes, il se trouve en quantité minime. 

ll résulte de nos observations qu’on ne peut pas trouver de rapport 
entre la sensibilité au lysozyme et la capacité de survie et de multipli- 
cation des germes dysentériques dans ]’cil. 


Résumé. — La sensibilité de 49 souches dysentériques au lysozyme 
du blane d’ceuf cristallisé « Armor and Company » a été éprouvée avec 
la technique utilisée par Zinder et Arndt pour deux souches d’Z. coli. 
Un certain nombre de ces souches ont été plus ou moins sensibles 
a ce lysozyme. Toutefois, nous n’avons pas trouvé de rapport entre ta 
sensibilité au lysozyme et la capacité ou l’incapacité de provoquer !a 
kérato-conjonctivite du cobaye. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL PATHOGENICITY AND SENSITIVITY TO LYSOZYME 
or Shigella cULTURES. 


The sensitivity of 49 strains of Shigella dysenteriae to lysozyme from 
crystallized egg-white has been studied with the technique used by 
Zinder and Arndt for two strains of EF. coli. 

A certain number of these strains proved to be more or less sensitive 
te this lysozyme. However we did not find any relationship between 
the sensitivity to lysozyme and the capacity or incapacity to induce 
kerato-conjunctivitis in guinea-pigs. 
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DEVELOPPEMENT DU VIRUS GRIPPAL ET pH 
DU LIQUIDE ALLANTOIQUE DE L’CEUF EMBRYONNE 


VII. — DIAGNOSTIC DE L’INFECTION VIRALE DU LIQUIDE 
PAR UNE METHODE COLORIMETRIQUE 


par B. FAUCONNIER. 


(Instilut Pasteur, Laboratoire de la Grippe 
[Service de M. R. Dusarric pve 1a Rivibre]) 


On sait aujourd’hui que l’infection virale produit une élévation 
notable du pH du liquide allantoique lorsque celui-ci est bas (voisin 
de pH 6), ou qu'elle prolonge cette alcalinité quand 1l’inoculation est 
pratiquée dans un liquide A pH élevé (pH 7,5 a 8) [4]. 

Les liquides non infectés des ceufs vivants s’acidifiant normalement 
au cours de l’incubation, il était plausible d’envisager la possibilité 
d’un diagnostic de l’infection virale sur la seule détermination du 
pH du liquide allantoique, compte tenu du degré d’évolution de 
l’embryon. C’est ce que nous avions précisé dans une note précé- 
dente [2]. Mais le fait. que les liquides s’acidifiaient d’une facon 
inégale d'un ceuf A l/autre, et qu’il fallait attendre le seizitme jour de 
lincubation pour étre certain de trouver 100 p. 100 de liquides acides 
dans Jes ceufs normaux, nous avait conduit 4 limiter d’une facon 
stricte les possibilités de la méthode: en particulier, incubation et 
prélévement tardif (treiziéme et seizitme jours), température d’incuba- 
tion, etc. 

L’emploi récent de substances fortement acidifiantes et peu toxiques 
pour l’embryon [3] permet a présent d’augmenter la sensibilité et 
Vintérét de la méthode. Il est ainsi montré dans la présente note que 
linjection de ces substances acidifiantes (sels d’ammonium), d’effet 
irés actif et durable sur les liquides non infectés, se révéle sans action, 
i certaines doses, sur le pH des liquides infectés, et cela pour des 
ceufs embryonnés d’4ge normal en ce qui concerne leur utilisation 
‘dix 4 onze jours). D’ot: la possibilité d’une méthode plus pratique et 
utilisable plus précocement. 


MATERIEL UtTiisE. — Virus gerippal A-PR&. Souche eniretenue sur 
ceuf par passages réguliers et dont le titre infectant sur ceuf (DI50) 
est de 10—.° environ. 

OEufs embryonnés. OEufs de poule de race Leghorn incubés A la 
température de 38°5 pendant onze jours. 

Globules rouges. Hématies de poule provenant de sang recueilli sur 
citrate et lavées trois fois. 

Indicateur de pH. Colorant universel Prolabo. 

Substance acidifiante. Citrate d’ammonium (di-ammonique) dont la 
solution au 1/10 présente un pH de 5. 
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EXPERIMENTATION. — Des qlufs embryonnés de onze jours sont divisés 
en deux lots. Chaque ceuf du premier Jot recoit par voie allantoique 
100 doses infectantes de virus A-PR8. Les qufs du deuxitme lot 
regoivent par la méme yoie 0,1 ml de diluent non virulent (ceufs 
témoins). 

Les deux lots sont mis 4 ]’étuve & 35°C. Aprés un séjour de qua- 
rante-huit heures, ils sont retirés et tous les ooufs recoivent par voie 
allantoique 35 mg de citrate d’ammonium en solution aqueuse sous 
le volume de 2 ml. Les deux lots sont alors replacés AX l’étuve A 35° 
pendant quarante heures. 

Les liquides allantoiques sont alors prélevés, soit aprés un séjour 
de quelques heures 4 4°, soit aussit6t sans refroidissement et par 
ponction. Quelques gouttes de liquide déposées dans deux tubes 
séparés permettent de pratiquer simultanément pour chaque ceuf le 
test hémagglutinant et le test colorimétrique. Ce dernier test est 
effectué en ajoutant au liquide II gouttes de colorant universel. Les 
ccufs morts sont écartés de l’expérimentation. 


RésuLi1ats. — On constate que les liquides hémagglutinants pré- 
sentent au test pH une coloration verte, vert-bleu ou bleue. Par contre, 
les liquides non hémagglutinants (liquides provenant des ceufs 
témoins non infectés) sont jaune-orange, oranges ou roses au méme 
test. L’écart de pH qui se situe entre un maximum de pH 6 pour les 
aufs témoins et un minimum de pH 7 pour les ceufs infectés est 
suffisant pour éviter toute erreur ; il n’y a pas de liquides jaune-vert. 

Nous avons déja discuté ailleurs des causes probables de cette éléva- 
tion de pH dans les liquides infectés in vivo. Elle n’est importante 
que lorsque le virus se multiplie abondamment, causant des dom- 
mages sérieux & la membrane chorio-allantoique. Dans le cas d’une 
multiplication larvée, non identifiable par hémageglutination, elle est 
minime. La méthode colorimétrique décrite a donc des limites. Mais 
elle parait aussi sensible que le test hémagglutinant. Comme elle 
dépend essentiellement de lésions cellulaires, elle n’est pas spécifique 
et pourrait sans doute s’appliquer 4 la détection de n’importe quel 
virus qui se développerait suffisamment dans l’ceuf pour causer des 
dommages importants aux cellules de la membrane chorio-allantoique, 
les lysant et provoquant par suite -l’émission dans le liquide de ces 
substances tamponnantes qui neutralisent l’effet acidifiant du citrate 
d’ammonium. 

Bien entendu, les otufs qui ne sont pas parfaitement vivants ne 
peuvent étre retenus, la mort de l’embryon entrainant des modifica- 
tions du pH des différents milieux. 


Résumé. — Une solution de citrate d’ammonium, 4 la dose de 35 mg 
par ceuf, administrée in vivo sous le volume de 2 ml, permet de déter- 
miner la présence du virus grippal dans le liquide allantoique de 
l’ceuf embryonné. En effet, ce traitement, atoxique pour l’embryon, 
permet d’abaisser précocement et d’une maniére définitive le pH des 
liquides non infectés, alors que l’action acidifiante n’est que passagére 
dans les liquides virulents. Quarante heures et plus aprés traitement, 
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les liquides non infectés sont jaune-orange ou roses a4 1] indicateur 
universel de pH, et les liquides infectés verts ou bleus au méme indi- 
cateur de pH. Ce test colorimétrique n’est valable qu’en cas de multi- 
plication active du yirus et dans les oeufs ott 'embryon est bien vivant. 


SUMMARY 


DEVELOPMENT OF INFLUENZA VIRUS AND pH OF THE ALLANTOIC FLUID 
OF THE EMBRYONATED EGG. 


VII. — Diagnosis of the infection of the fluid 
by a colorimetric method. 


A colorimetric test may be used for the detection of influenza virus 
in the allantoic fluid of embryonated eggs, by the in vivo injection of 
35 mg of ammonium citrate. 

By such a treatment, the pH of the non infected fluids falls 
definitively, whereas the pH of the infected fluids, after an acidity 
of short duration, rapidly rises to the alcaline range. Fourty hours 
after citrate treatment, the infected fluids are green or blue, and the 
non infected yellow, orange or pink after adding universal pH indi- 
cator. This colorimetric test is only valid in the presence of active 
multiplication of the virus. Living eggs are required. 
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INHIBITION DE LA MULTIPLICATION 
DU VIRUS GRIPPAL PAR LA THIOPARATOLUIDINE 
ET CERTAINS DE SES DERIVES 


par B. FAUCONNIER et M. CHAIGNEAU. 


(Institut Pasteur, Centre national de la Grippe 
[Service de M. R. Dusarric pe 1a Rivrtre] 
et Faculté de Pharmacie de Paris) 


La présence note porte sur l'étude de V’action inhibitrice de cing 
substances dérivées de la paratoluidine. 

Ce sont : 

La thioparatoluidine. 

La déhydrothioparatoluidine. 
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La thioflavine S. 

La primuline. 

Le jaune de thiazol. 

Ces trois derniéres substances sont douées de propriétés colorantes et 
réagissent 4 l’excitation du rayonnement ultra-violet. 

La déhydroparatoluidine a pour formule : 


N 
(LG i Ramee Sie 
CHIN Bel ee 
Ss 


NHS 


C’est l’aminophényl-2 méthyl-benzothiazol. 

Ele peut donner la thioflavine T par méthylation du groupement 
aminé, et celle-ci fournit la thioflavine S par sulfonation. 

La primuline est produite par la condensation de la déhydropara- 
toluidine & plus haute température : 


HO, CLI 


Et le jaune de thiazol posséde une formule voisine de la déhydro- 
paratoluidine : 


HO —S0z 
TI -O-1 
ce 


Toutes ces substances sont peu toxiques pour l’embryon et peuvent 
étre injectées sans dommage par voie allantoique 4 des doses de plu- 
sieurs .milligrammes par ceuf. 


Goe 


EXPERIMENTATION. — Des ceufs embryonnés de 11 jours sont inoculés 
par voie allantoique avec 100 doses infectantes 50 p. 100 de virus 
erippal A-PR8 adapté a l’ceuf. 

Une heure aprés cette inoculation, les ceufs sont partagés en six lots 
d’une yingtaine d’ceufs, et chaque lot recoit en injection allantoique 
5 mg, en solution aqueuse, de l’une des cinq substances étudiées ; le 
sixiéme lot sert de témoin. 

Les six lots sont alors placés 4 létuve & 35° G pendant vingt-huit 
heures. Is sont alors prélevés en six « pools » différents, et le titre 
hémagglutinant de ces six « pools » est déterminé au moyen d’une 
suspension d’hématies de poulet a 0,5 p. 100. On en déduit la quantité 
de virus qui s’est développée en moyenne dans chaque ceuf pour chaque 
« pool » considéré. 

Sj 100 p. 100 représentent la quantité de virus produit par cuf 
témoin, on peut aussitét calculer le pourcentage de virus produit dans 
les ceufs trailtés. 
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Résuttats. — La dose de 5 mg par ceuf est trés bien supportée par 
Vembryon, quelle que soit la substance employée. D’ailleurs, l’embryon 
peut supporter des doses de 10 mg en général, et méme de 20 mg en 
ce qui concerne la déhydrothioparatoluidine. 

Les résultats obtenus avec 5 mg sont les suivants : 

Multiplication virale : 


Sc pEROAPe Conereoais waqouunes po coonno os dda wetocs 100 p. 100 
UobuyecwaunalnaebN: Soqnceoqcanonscoczocgoanesoscaume 19006 4 p. 10 
Déhydrothioparatoluidine wares: tetas iet erie etre 5 p. 160 
Thioflavine [8 vais. Wows react cet ese aime eran eens 0 p. 100 
Primuline: ocs.c.c'cc cieiswle ae alate eerslsla tance pesnsrouter here 16 p. 100 
Jawmerde tthiazolsan sacs on sects otro uster repeat perenne 15 p. 100 


L’emploi de ces substances permet donc d’obtenir une inhibition 
notable de la multiplication du virus pendant les vingt-huit premiéres 
heures de culture. C’est la thioflavine S qui parait la plus active. Il 
se pourrait que ce soit le noyau du benzothiazol qui confére a ces 
substances leur activité, car la paratoluidine n’a pas d’action par elle- 
méme ; et c’est au moment de lJ’apparition du soufre dans le composé 
toluidique que le pouvoir inhibiteur acquiert une importance notable. 


Résumrt. — La thioparatoluidine et quatre substances colorantes qui 
en sont dérivées (déhydrothioparatoluidine, thioflavine S, primuline et 
jaune de thiazol) possédent des propriétés inhibitrices marquées sur 
la multiplication du virus grippal dans la cavité allantoique de l’ceuf 
embryonné, 


SUMMARY 


INHIBITION OF INFLUENZA VIRUS MULTIPLICATION 
BY THIOPARATOLUIDINE AND CERTAIN OF ITS DERIVATIVES. 
The development of influenza virus in embryonated eggs is markedly 
inhibited by thioparatoluidine and four other derived substances 
Which possess colouring properties. 


SENSIBILITE IN VITRO DE 26 SOUCHES 
DE PLEURO-PNEUMONIA-LIKE-ORGANISMS 
A L’ACTION D’AGENTS CHIMIOTHERAPIQUES 


par M"* Jeanne ORFILA. 


(Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Médecine d’Alger) 


Fn 1937 Dienes et Edsall isoltrent pour la premitre fois chez 
Vhomme un organisme du groupe des Pleuro-Pneumonia-Like-Orga- 
nisms (PPLO) [4]. Depuis lors de nombreux auteurs se sont attachés 
4 leur recherche et ont. signalé leur présence dans les voies génito- 
urinaires. Sans que l’on puisse cependant affirmer leur réle pathogéne 
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dans tous les cas, il semble qu’ils soient quelquefois responsables de 
vaginites et d’urétrites, au moins en tant que facteurs d’infections 
secondaires. Il était done intéressant de connaitre leur comportement 
a légard de certains antibiotiques. Ces études n’ont été entreprises que 
de facon fragmentaire : en dehors de la pénicilline, dont l’inefficacité 
a été démontrée en particulier par Salaman [8] et par Dienes [2], 
les autres antibiotiques n’ont fait l’objet que de travaux portant sur un 
petit nombre de souches [4, 6]. 

Nous avons essayé de compléter ces investigations au Laboratoire de 
Bactériologie de l’Université d’Amsterdam, grace A Vobligeance et aux 
conseils de M™ le professeur Ruys. 


MATERIEL ET TECHNIQUES UTILISES. — 1° Les souches de PPLO d’ori- 
gine humaine ont été isolées au Laboratoire de Bactériologie d’Amster- 
dam a partir d’écoulements vaginaux et urétraux de malades, ou 
de frottis buccopharyngés de sujets sains ; leur étude approfondie est 
rapportée dans la these de Huysmans [4] et l’article de Huysmans et 
Ruys [5]. Deux souches bovines ont également été examinées, 1’une 
de provenance parisienne (D* Borel), l’autre hollandaise (D™ Ruiter). 

2° Le milieu de culture utilisé est celui de Klieneberger-Nobel légére- 
ment modifié : bouillon de coeur de bceuf avec 7,5 p. 100 de sang 
de cheval ou de mouton, porté A l’ébullition, filtré, additionné de 
30 p. 100 de sérum de cheval. Ce milieu est solidifié par l’adjonction 
de 2 p. 100 d’agar et réparti en boites de Petri. 

3° Technique. Nous avons adopté la technique des carrés de papier 
filtre imbibés d’une solution d’antibiotique. Elle présente, sur !a 
méthode des dilutions en milieu liquide utilisée par B. Melen, l’avan- 
tage de la simplicité et de la rapidité. 

Une culture jeune, agée de 3 jours, en milieu liquide est étalée en 
bande large de 1 cm environ A la surface du milieu gélosé. Aprés 
séchage & la température du laboratoire, un carré de papier filtre, 
mesurant 1 cm de cété et imprégné d’une solution d’antibiotique, est 
déposé au centre de la bande. Les boites sont mises a l’étuve & 37° 
en aérobiose ou en anaérobiose (botte de Mac Intosh) selon l’exigence 
de Ja souche. Les lectures sont faites au troisitme jour. L’examen 
macroscopique est contrdlé par un examen microscopique (grossisse- 
ment 40) permettant de mieux préciser la grandeur de la zone 
d@’inhibition. 

4° Agents chimiothérapiques ulilisés. Nous avons éprouvé six anti- 
biotiques (terramycine, auréomycine, chloromycétine, érythromycine, 
streptomycine, pénicilline) et deux antimicrobiens d’origine chimique : 
un dérivé du nitrofurane, le N (5-nitro-2-furfuryliden) 4-amino-hydan- 
toine (Furadantine) et un sulfamide, le N-1-diméthylacroylsulfanil- 
amide-sodium (Irgamide). Les solutions servant 4 imbiber les papiers 
filtres avaient été établies aux titres suivants : 


TROMAROIN cob dehounes cero doves waqoasbapgoona ado: 2500 U/cm3 
INTENSE  sSyoosscdhucoohoodnoboo0cc0bsadoduoUpuoE 20 000 U/cems 
CULOOMNEAMNS coocnsbodasonstuecaoseoeaoacoausneTe 1 000 U/cm3 
JAIRO bodoodnggoocbousoqHbdonnandogopanoede 1 000 U/cm3 
SRO MONOIND. GoagnoconcdadaboneoudnoaeodusdpauDane 15 000 U/cm$ 
Gmelin posaoouashoouonoonoapdoodvocdbonS0GGRGaAGaS 1 000 U/cm3 


Annales de l'Institut Pasteur, 94, n° 4, 1958. 34 
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Pour la furadantine, nous avons employé des tablettes d’un diamétre 
de 5 mm et d’une épaisseur de 1 mm, contenant 10 mg de produit. 


RésuLrats. — Ils sont résumés dans les tableaux ci-joints qui rap- 
portent la plus ou moins grande efficacité des produits essayés. Le 
signe ++++ indique une inhibition importante qui empéche le 
développement de la culture a une distance de 3 cm de part et d autre 
du papier filtre. Le signe + indique que l’action inhibitrice se traduit 


Tasteau I. — Souches aérobies. 
SOUCHES PRODUIYS ULILISES 
= : 3 ; 
Humeines | | | 
Uro-geniteles Mew. Aur. Chile) sry une. Pen. | ire. 
++ seetae © TgS \ O (¢) H 
V37 + | +P + | 
V45 +4+tt + Gear | + + | 16) oO [i ees 
v52 +++ = Lee | oO +++ 0 16) | seats 
| | | | : 
V65 | + 10) ie) ret 
Vo5 +++ aa +4++ | +++ ++ 
V44 +++ + + | as et 0 oO | paket 
V55 +++ Fe + fs ++ | 10) oO +++ 
U6 +44 + ab ++ 10) | oO O +++ 
U7 +++ + ++ + ++ (0) (0) +44 
U8 +++ | + + + +++ 0 (0) +++ 
U4 +++ | a acta +++ + 0 oO +++ 
U2 +++ + +++ + +++ 16) (0) +++ 
—— — = + — — — — 
Bovines 
A ¥ ++ | + +++ +++ + (0) (@) ++ 
P2 +++ + ott sul + +++ 
I | + 


par une diminution de la densité des colonies prés du papier filtre 
sans qu'il y ait disparition totale des colonies, ce qui ne peut étre 
apprécié qu’au microscope. 


Discussion. — Un premier fait apparait 4a l’examen des tableaux 
précédents : l’insensibilité de toutes les souches étudiées 2 la pénicil- 
line et au sulfamide. La résistance in vitro a la pénicilline a été signalée 
par de nombreux auteurs, en particulier par Salaman [8] et Dienes i2\e 
elle apparait comme une caractéristique du groupe PPLO. La résistance 
aux sulfamides devra ¢tre retenue pour la thérapeutique ; elle suggére 
que l’acide para-amino-benzoique n’est pas un facteur de croissance 
pour les PPLO. Le comportement vis-a-vis des autres antibiotiques est 
plus divers. Retenons que trois d’entre eux se révéelent particuligrement 
actifs : terramycine, chloromycétine, furadantine. Les études cliniques 
de Wagner, Morse, Kuhns confirment ces résultats pour la terramycine 
et la chloromycétine [40]. Aucune investigation n’a encore été entre- 
prise avec la furadantine sur le traitement des infections ) PPLO : j] 
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serait intéressant d’y recourir, car son efficacité sur les microbes des 
genres Proteus et Pseudomonas peut en faire un antibiotique de choix 
dans les infections urogénitales [9]. 


La streptomycine, l’érythromycine et l’auréomycine se révélent inéga- 
lement actives ou inefficaces. Mais les résultats cliniques déja connus 
sont parfois discordants. Si la streptomycine n’a pas donné de résultats 


x 


encourageants & Melen et Cimros [7], l’érythromycine serait satisfai- 


TasLteau II]. — Souches anaérobies. 
SOUCHES PRODUITS UTILIS&S 
Buécales Perna ||) Ala Cha ery. Sitmean|ePemie | dices |) Piur 
ie K4 +++ a ++ ++ ++ ‘Os oO +44 

Rai +4++ ae ++ ++ +++ O 10) +r+ 
K13 +++ oe +++ O +++ (0) 1) +++ 
K14 ++ aul +++ + + 0) ++ 
K18 ++ + +++ + = Cc ++ 
K1y +++ no ao O + QO O +++ 
K23 +++ ae ++ + ++ O tr 
LT + QO. * se O cg 
Uro- 

Génitales 
V26 +++ + +++ + ++ e 0) ++ 
V38 ++t4 + +++ + +++ O O +4+4+ 
V58 +++ a ++ O e+ 10) 10) ++ 
J +++ a Arc dae 4F rae 10) 0) ++ 
7 +++ © ++ [ii ets +++ (0) 0 ++ 


sante pour Wilcox [44]. Signalons que Durel conclut a la sensibilité 
des formes L 2 l’auréomycine : cette divergence indique-t-elle une diffé- 
rence entre forme L et PPLO [3]? 

Notons enfin que la sensibilité aux antibiotiques de ces organismes 
encore si mal connus les éloigne, malgré leur trés petite taille, des 
virus et justifie leur place systématique dans un groupe distinct : 
Mycoplasma de Nowak, Borrelomycetaceae de Turner, Pleuropneumo- 
niales de Tulasne et Brisou. 


Résumé. — La recherche de la sensibilité in vitro 4 huit agents 
chimiothérapiques (six antibiotiques fungiques et deux antimicrobiens 
d’origine chimique) a été effectuée sur 26 souches de PPLO d’origine 
humaine ou bovine. La pénicilline et un sulfamide ont toujours été 
inefficaces. La terramycine, la chloromycétine et la furadantine ont été 
actives sur la plupart des souches. L’érythromycine, la streptomycine 
et l’auréomycine n’ont donné que des résultats irréguliers ou trés 


faibles. 


520 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


SUMMARY 


In vitro SENSITIVITY OF TWENTY-SIX STRAINS 
OF PLEURO-PNEUMONIA-LIKE-ORGANISMS TO CHEMOTHERAPEUTIC AGENTS. 


Studies of in vilro sensitivity to eight chemotherapeutic agents (six 
anti-fungic. and two chemical antimicrobial agents) of twenty-six 
strains of human or bovine PPLO. 

Penicillin and one sulfanilamid have always yielded negative results. 
Oxytetracyclin, chloramphenicol and furadantin proved active on most 
of the strains. Erythromycin, streptomycin and chlortetracyclin gave 
but inconstant results. 
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LES CORPS ELEMENTAIRES DES VIRUS « VISIBLES » (°) 
CONSTITUENT DE VERITABLES EQUIVALENTS « L » 
DE MICROORGANISMES RICKETTSIENS. 

LE RETOUR A LA PHASE RICKETTSIENNE 
DES CULTURES LE DEMONTRE PEREMPTOIREMENT 


par Annie ROGER et Francis ROGER. 


(Institut Pasteur, Service des Ricketlsies 
[D® PatL Grroup]) 


Selon les classiques, les virus du groupe T. P. L. parcourent obliga- 
toirement un « cycle évolutif » & Vintérieur du cytoplasme des cellules 
au cours de leur multiplication. La particule infectante, le corps 
élémentaire de 350 inn, donnerait naissance d’abord a des corps initiaux 
Macchiavello-négatifs de 600 & 800 my et ce n’est que plus tard que 
l’on verrait réapparaitre les corps élémentaires Macchiavello-positifs qui 
seraient, seuls, libérés finalement par rupture des cellules parasitées [3]. 

Cette conception, nous y avons insisté récemment [6], ne correspond 
nullement a la réalité et il est facile de prouver qu’il n’existe aucun 
cycle obligatoire, par exemple avec Ja souche « Larufa » d’ornithose. 
Nous avons pu, en effet, observer avec cetle souche la multiplication 
en série des seuls corps élémentaires dans le poumon de la souris au 
cours de passages successifs dans cet organe. Inversement, nous avons 
pu démontrer la culture indéfinie des seules formes géantes lors de 
passages en série sur la membrane choriale de l’asuf de poule. 

Nous avons été ainsi conduits a considérer les deux aspects morpho- 
logiques que nous avons réussi 4 séparer et & obtenir « en culture 
pure » comme deus phases distinctes des virus T. P. L. 


1° RAPpPpoRTS DES DEUX PHASES. — J] nous semble que ces rapports 
peuvent étre résumés, dans ce qu’ils ont d’essentiel, par les trois pro- 
positions suivantes : 

a) Sous l’un ou l'autre de leurs deux aspects, les particules viru- 
lentes conservent intact leur potentiel génélique puisque leur aptitude 
a’ se reproduire n’est absolument pas modifiée. 

b) Les deux phases se distinguent entre elles par des différences 
marquées de taille, le corps élémentaire, nettement plus petit, parais- 
sant étre une sorte de particule virale simplifiée. 

c) Le passage de l’une a l’autre des deux phases dépend uniquement, 
pour une souche donnée, du milieu utilisé pour les cultures, 

Ces trois caractéres fondamentaux sont exactement ceux que l’on 
utilise pour résumer les rapports des deux phases morphologiques des 


(*) Groupe Trachome-Psillacose-Lymphogranulomatose (T. P. L.). 
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bactéries [4] et, en fin de compte, pour définir ces deux phases : 
formes « L » d’une part, phase bactérienne « normale » de l’autre. 
Nous proposons donc d’étendre aux gros virus le concept des trans- 
formations morphologiques désormais classique en bactériologie et de 
considérer 4 lV’avenir les corps élémentaires des gros virus comme de 
véritables équivalents « L » de microorganismes plus volumineux. 


2° ANALOGIES ET DIFFERENCES FENTRE LES DEUX TYPES DE TRANSFORMA- 
TION « L » : LE TYPE BACTERIEN ET LE YTPE VIRAL. 


a) Analogies. La conception que nous venons d’exposer nous semble 
justifiée encore par la conservation de lantigénicité et des exigences 
de culture au cours de la transformation « L ». 

Ce sont, en effet, 14 deux caractéres communs aux bactéries [4] 
et aux gros virus puisque les microorganisme T. P.L. gardent leur 
caractére antigénique de groupe en fixation du complément avec lune 
ou l’autre des deux phases et qu’ils demeurent, dans les deux cas, 
parasites intracytoplasmiques obligatoires des mémes cellules macro- 
phagiques. 


b) Divergences. Le parasitisme cellulaire obligatoire des virus T. P. L. 
entraine évidemment des différences dans le comporlement de ces 
germes par rapport aux hactéries au cours de leur transformation 
morphologique. 

a) Les virus T. P. L. en « phase élémentaire » conservent l’intégralilé 
de leur pouvoir pathogéne, alors que les bactéries, en phase « L », 
perdent ordinairement le leur. Toutefois, certains vibrions se com- 
portent de ce point de vue exactement comme les gros virus [4]. 

B) La sensibilité des gros virus aug antibioltiques ne se modifie pas 
non plus au cours de la transformation « L », A lopposé de ce que 
l’on observe avec les formes « L » des bactéries [4]. Les virus T. P. bh. 
demeurent, en effet, sous leurs deux aspects, insensibles & la pénicil- 
line et a la streptomycine, peu sensibles au chloramphénicol et trés 
sensibles au groupe des tétracyclines et A la rovamycine [7]. 

y) La réversibilité des phases parait étre le caractére qui oppose fe 
plus nettement le comportement des gros virus & celui des bactéries. 
En ce qui concerne les virus T. P. L., cette réversibilité nous a paru 
jusqu’ici totale, indéfinie et susceptible de s’effectuer indifféremment 
dans les deux sens. 

Au contraire, avec les bactéries, s’il est toujours facile d’obtenir 
Ja forme « L » aux dépens des bactéries a morphologie normale, il est 


souvent beaucoup plus difficile de revenir 4 la phase bactérienne origi- 
nelle [4]. 


3° SIGNIFICATION DE LA PHASE « VOLUMINEUSE » DES GROS VIRUS. 

Avec les bactéries au cours du passage de la forme bactérienne } la 
phase élémentaire, on observe des figures de transition relativement 
polymorphes mais les deux extrémités de la chaine des filiations 
demeurent, au contraire, morphologiquement beaucoup plus stables. 
Les bactéries en phase « L » ou en phase bactérienne répondent, en 
somme, a des Cconstantes morphologiques. 
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Pour les virus T. P. L., nous ne retrouvons en général ces constantes 
que pendant la seule phase ¢élémentaire, la phase volumineuse se 
caractérisant, au contraire, par son polymorphisme (souche ornitho- 
sique « Larufa » sur membrane choriale, souche « Mooser » de pneu- 
monie de la souris sur membrane allantoique, etc.). 

Aussi avons-nous été amenés 4 nous demander si les particules 
volumineuses obseryées n’étaient pas seulement des formes de_ tran- 
sition et non la particule morphologiquement stable, équivalant a !a 
phase normale des bactéries. 

Cette particule virulente, si elle existait vraiment, devait donc se 
caraclériser immédiatement par son monomorphisme. 


Fic. 1. — Virus de JVayortement de la brebis sur membrane choriale de 
Veeuf de poule. Phase rickettsienne typique. Coloration de Wright modifiée. 
Gross. 1 220. (Service Photographique de l'Institut Pasteur [P. Manigault].) 


Nous avons été assez heureux pour rencontrer rapidement un argu- 
ment de poids en faveur de cette hypothése en cultivant sur la mem- 
brane choriale de I’ceuf de poule le virus de l’avortement de la brebis. 
Avec la souche « Compiégne 56 », nous avons pu, en effet, obtenir, en 
« culture pure » (sur 25 p. 100 des ceufs inoculés) une quantité consi- 
dérable de germes, morphologiquement tous semblables et qui rappellent 
de trés pres les rickettsies des typhus orientaux. 

Ces « rickettsies » de l’avortement de la brebis (dont la vitalité est 
indiscutable puisque le titre infectant moyen des membranes est 
de 10—*) se présentent, en effet, comme des microorganismes bipolaires 
de 1a 2 » de long sur 0,5 4 0,8 w de large. Is sont colorés en violet 
au Wright et en bleu au Macchiavello. 

La souche d’avortement de la brebis nous a donc permis d’observer 
sur membrane choriale la transformation compléte d’un virus T. P. L. ; 
elle nous a permis aussi de constater la nature rickettsienne indis- 
cutable du terme ultime de cette transformation des corps élémentaires. 

Les autres souches du groupe T.P.L. que nous avons étudiées 
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(souche de lymphogranulomatose Kam ; souche ornithose « Larufa ms 
souche « Mooser » de pneumonie de Ja souris ; souches psittacosiques 
« Weaver Ageon » et « Bordeaux 56 ») ne conduisent, au contraire, 
qu’a des évolutions incomplétes vers la phase rickettsienne de culture, 
e! c’est seulement occasionnellement qwu’on rencontre avec elles les 
rickettsies caractérisliques de la transformation rickettsienne complete. 

Dans les frottis de cas humains de trachome, nous avons aussi 
retrouvé occasionnellement les mémes éléments rickettsiens, antérieu- 
rement signalés d’ailleurs par d’autres auleurs, mais dont la signi- 
fication était demeurée jusqu’ici extrémement contestée [4, 2, 5]. 

Nous désignerons donc désormais la phase géante des virus T. P. L. 
sous le nom de phase rickettsienne et nous distinguerons selon le cas 
des évolutions rickelttsiennes completes ou incompletes. 


Résumé, — Les virus T. P. L. peuvent cultiver en deux phases biolo- 
giquement équivalentes, mais morphologiquement distinctes et qu’il 
est possible d’obtenir isolément, en culture pure. L’apparition des 
deux phases est sous la dépendance exclusive du milieu cellulaire 
utilisé pour les cultures. 

La « phase élémentaire », la moins volumineuse, est en fait ]’équi- 
valent « L » de microorganismes rickettsiens Macchiavello-négatifs et 
morphologiquement plus proches de Rickettsia orientalis que de toutes 
les autres rickettsies. 

Selon Jes souches et selon Je tissu utilisé pour les cultures, la trans- 
formation richettsienne des corps élémentaires peut étre compléte ou 
incomplete. 


Nous avons ainsi introduit pour la premiére fois dans le monde des 
virus, parasiles obligatoires des cellules vivantes, le concept de 
« transformation morphologique » jusqu’ici appliqué aux seuls micro- 
organismes capables de se multiplier dans des milieuxr dépourvus de 
cellules vivantes. 


SUMMARY 


THE ELEMENTARY BODIES OF « VISIBLE » VIRUSES 
CONSTITUTE ACTUAL « L » EQUIVALENTS OF RICKETTSIAL MICROORGANISMS, 
AS EVIDENCED BY THE REVERSION TO THE RICKETTSIAL PHASE, 


The viruses of the trachoma-psittacosis-lymphogranuloma group can 
be cultivated under two biologically equivalent but morphologically 
different forms, which can always be isolated in pure culture. The 
appearance of these phases exclusively depends on the cellular medium 
used for the cultures. 

The « elementary phase », the smaller one, is the « L » equivalent 
of Macchiavello-negative rickettsial microorganisms. These Rickettsiae 
are morphologically closer to R. orientalis than to any other Rickettsia. 

According to the strain and the tissue used for the cultures, the 
rickettsial transformation of the elementary bodies can be complete or 
incomplete. 


The authors have therefore introduced for the first time in the field 
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of viruses, wich are obligatory parasites of living cells, the concept of 
« morphological transformation », which was sofar only applied to 
microorganisms able to grow in media deprived of cells. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Busacca (A.). Graefe’s Arch. Opht., 1934, 133, 41. 

[2] Cuenop (A.) et Natar (R.). Rev. Int. Trachome, juillet 1935. ; 

[3] Meyer (K. F.) in Rivers (T. M.). Viral and rickettsial infections of man 
2° éd. J. B. Lippincott C°, éd., Philadelphie, 1952. 

[4] Minck (R.) et Lavitraurerx (J.). Ann. Biol., 1956, 32, 154-168. 

[5] Narar (R.). Le trachome. Masson, éd., Paris, 1952. 

[6] Rocer (F.) et Rocer (A.). Ann. Inst. Pasteur, 1958, 94, 128. 

(7} Rocer (F.) et Rocer (A.). (Données non publiées.) 


SUR L’HETERO-ALLERGIE 
DANS LES RICKETTSIOSES ET, EN PARTICULIER, 
SUR QUELQUES PHENOMENES 
DE SANARELLI-SHWARTZMAN 
SURVENUS SPONTANEMENT CHEZ DES ANIMAUX 
DE LABORATOIRE 
par Francis ROGER et Annie ROGER. 


Unstitut Pasteur, Service des Ricketlsies [D™ Paul Grroup].) 


Nous avons insisté précédemment sur Jl intervention possible de 
phénomeénes allergiques spécifiques dans Je pouvoir pathogéne des 
rickettsies et nous ayons montré, avec Rickettsia burneti, que les 
troubles allergiques pouvaient exisler aussi bien avec des rickettsies 
vivantes qu’avec des rickettsies tuées [2]. 

Avec des rickettsies inaclivées par le formol, nous avons, en effet, 
pu relier Vintolérance yaccinale locale 4 une réaction d’hypersensibi- 
lité « en retour » prenant naissance au point d’introduction initial 
de l’antigéne [2]. 

Avec des rickettsies vivantes, nous avons rencontré un_parallélisme 
étroit entre l’apparition de |’hyperréactivité cutanée et la constitution 
des exanthémes, d’abord avec Rk. burnetli [3], puis, plus récemment, 
avec R. coroni [4]. 

Des faits successifs résultant de circonstances fortuites et que nous 
avons pu observer sur nos animaux d’expérience nous conduisent, 
cette fois, 2 envisager la participation au pouvoir pathogéne des 
rickettsies de véritables phénoménes non spécifiques d’hétéro-allergie. 
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Ce sont donc des « observations » d’animaux inoculés et non des 
données expérimentales systématiques que nous voulons rapporter 
aujourd hui. 


1° Copaye. — De nombreux expérimentateurs ont insisté sur les 
« pneumopathies » des cobayes, consécutives 4 Vinoculation extra- 
pulmonaire de germes divers (voire de rickettsies) et ils ont attribué 
le phénoméne & la sortie d’un virus pulmonaire latent, 

“Nous avons, bien entendu, retrouyé ces pneumopathies a la suite de 
linoculation de rickettsies dans le péritoine et, plus souvent peut-¢tre, 
avec les souches indochinoises de R. orientalis. 

Il est indéniable que les pneumopathies ainsi obtenues revétent un 
caractére viral, car on n’y rencontre pas de bactéries bien que la 
maladie soit ensuile transmissible en série [sa période d’incubation 
étant plus courte que celle des rickettsies primitivement inoculées (1) ]. 

Mais il est indénable aussi que le virus n’explique pas totalement ie 
phénoméne dans ce qu’il a de fondamental, son déclenchement sous 
Vinfluence d’une inoculation et, en ce qui nous concerne, d’une ino- 
culation de rickettsies. Nous avons donc pensé a interpréter le déclen- 
chement de la maladie pulmonaire des cobayes comme un véritable 
phénoméne de Shwartzman, le virus latent de la pneumopathie agis- 
sant comme antigéne sensibilisant tandis que les rickettsies introduites 
secondairement jouent le réle d’hétéro-antigéne déchainant (bien avant 
d’ailleurs que les rickettsies aient ordinairement le temps de se multi- 
plier de facon appréciable). 

Une confirmation immédiate de cette hypothése hétéro-allergique nous 
parait résulter de constatations effectuées également lors des autopsies 
car les seuls cobayes « pneumopathie + rickettsies » montrent des 
lésions abdominales absolument superposables @ celles constatées chez 
les cobayes au cours des expériences d’hétéro-allergie généralisée 
(phénomeéne de Sanarelli). On trouve en effet (en association avec un 
cedéme ou une hépatisation pulmonaire massive) une congestion intense 
ou un véritable infarctus du gréle, des suffusions hémorragiques de ia 
muqueuse gastrique et une congestion (voire des taches purpuriques) 
de la cortico-surrénale. 

Tl est, par ailleurs, intéressant de signaler la fréquence de la culture 
seconde des rickettsies dans le poumon des cobayes inoculés qui ont 
survécu assez longtemps a leur pneumopathie ; cette culture « hétéro- 
topique » fait, au contraire, totalement défaut chez les animaux sans 
pneumopathie. 

Le choc hétéro-allergique local peut done aussi expliquer parfois les 
localisations anormales des rickettsies. Dans le mécanisme de ces loca- 
lisations atypiques, il semble donc qu’interviennent & la fois la septi- 
cémie rickettsienne classique et l’augmentation de la perméabilité 
vasculaire qui accompagne les chocs. 


2° CHEZ LE LAPIN. — Nous avons aussi observé des phénoménes ana- 
logues. 
a) Nous avons inoculé, plusieurs fois, une dose non mortelle de 


(1) Ce qui aboutit d’ailleurs souvent 4 V’élimination sur cobaye des 
souches rickettsiennes associées. 
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R. burneli dans le péritoine de lapins qui présentaient une dyspnée 
legere, due & une infection pulmonaire chronique éyvoluant déja depuis 
quelques jours, mais avec une température yoisine de la normale. 

A la suite de cette inoculation, nous avons chaque fois observé une 
ascension brutale de Ja température & 41°C accompagnée par une 
augmentation considérable de la dyspnée ; la mort est survenue rapi- 
dement au deuxiéme ou troisi¢me jour, en hypothermie ; elle a souvent 
été précédée d'un cedéme aigu du poumon avec élimination d’un 
liquide spumeux et saumoné, voire sanglant, par les narines. 

A lautopsie, nous avons trouvé un poumon énorme et le plus sou- 
vent riche en bactéries. 

L’inoculation rickettsienne avail done déclenché une évolution aigué 
ou suraigué de phénomeénes inflammaloires pulmonaires qui n’avaient 
jusque-la revétu qu’un aspect faiblement évolutif. Il semble donc s’agir 
également ici d'un phénoméne d’héléro-allergie localisée oti les rickett- 
sies ont joué le rdle d’antigéne déchainant non spécifique. 

b) Mais il existe aussi chez le lapin des phénoménes de sens inverse 
oti les rickettsies ont, cette fois, un réle sensibilisant et ot des anti- 
génes bactériens sont susceptibles de déclencher le choc hétéro-aller- 
gique localisé. 

Dans la technique classique de P. Giroud pour la production massive 
du virus typhique, par exemple, l’inoculation des animaux par voie 
trachéale avec R. prowdzeki ou R. mooseri est suivie, les jours suivants, 
de l injection péritonéale de TAB (2) a haute dose. 

Cette technique proyvoque une augmentation considérable du volume 
et du poids des poumons des seuls animaux traités au TAB. Nous 
croyons que cette augmentation de volume et de poids est aussi Ja 
traduction dun phénoméne de Sanarelli-Shwartzman., 


3° Souris. — Il existe chez ce rongeur un microorganisme péripneu- 
monique qui parait étre un parasite latent des voies respiratoires de 
l’animal et qui, a ce titre, est souvent une géne considérable pour 
l’expérimentation. Ce microorganisme a été bien décrit dans l’ensemble 
par Herzberg [4] en 1940, et nous l’avons vu interférer bien souvent 
avec R. orientalis, surtout lors des passages en série de cette rickettsie 
par inoculation intranasale sous anesthésie A Véther [5]. 

Le parasite de Herzberg provoque également des pneumopathies 
spontanées des animaux, ayec une topographie préférentielle des lésions 
dans la région périhilaire ou au sommet droit. Ces affections sont loin 
d’étre exceptionnelles dans les élevages. 

Or, dans ces cas d’infection pulmonaire chronique de Ja souris avec 
le germe de Herzberg, nous avons observé souvent aussi un phénoméne 
de Sanarelli-Shwartzman pulmonaire & la suite de Vinoculation péri- 
tonéale de souches rickettsiennes et de virus du groupe de la psitta- 
cose (souche ornithosique « Larufa » par exemple). L’inoculation du 
virus ou de la rickettsie provoque, en effet, une augmentation consi- 
dérable de la dyspnée, mais sans que les animaux succombent toujours 
de facon précoce. A l’autopsie des souris, on rencontre des lésions 
d’cedeme ou d’hépalisation plus ou moins importantes et dont la 


(2) Vaccin antityphoidique et parathyphoidique A et B. 
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topographie préférentielle est également périhilaire ou apicale droite. 
Les frottis de ces lésiens pulmonaires permettent, le plus souvent, de 
rencontrer en association le microorganisme de Herzberg et la rickettsie 
(celle-ci est, au contraire, extrémement rare chez les animaux sans 
péripneumonie aprés inoculation péritonéale). 


4° Mérion. — Le microorganisme de Herzberg, expérimentalement 
inoculable au mérion par yoie nasale, peut également conduire chez 
ces animaux 4 des é6pidémies d’élevage ot Von constate parfois une 
mortalité importante. 

Au cours de ces épidémies, l’inoculation péritonéale de virus du 
ceroupe de la psittacose ou des rickettsies nous a conduits fréquemment 
A’ une localisation pulmonaire aberrante du virus ou de la rickettsie. 


A coté de ces exemples ot l’existence de l’antigéne sensibilisant ct 
de l’antigeéne déchainant sont indiscutables et qui ont la valeur de 
véritables expériences du type Sanarelli-Shwartzman, il en est d’autres 
ou les phénoménes observés aprés l’inoculation des rickettsies évoquent 
puissamment un choc hétéro-allergique, mais sans que le facleur sensi- 
bilisant puisse étre clairement précisé ou, méme, sans que ce facteur 
soit a proprement parler un antigéne. 

Nous en citerons quatre exemples : 

1° Chez la souris, nous avons trouvé 4 l’autopsie d’animaux inoculés 
par voie péritonéale avec R. orientalis une congestion hémorragique 
du gréle et du mésentére qui nous a paru beaucoup plus fréquente 
lors des épidémies d’ectromélie. Nous nous sommes demandé si le virus 
de lectromélie n’intervenait donc pas ici comme second antigéne 
d’hétéro-allergie. F 

2° Nous avons yu aussi des mérions succomber rapidement apres 
inoculation péritonéale de rickettsies avec une congestion intense Ju 
gréle et des suffusions sanguines au niveau de la cortico-surrénale. 
Les autres mérions inoculés simultanément ne présentaient aucun signe 
de maladie pendant encore plusieurs jours aprés ce choc singuli¢rement 
limité & quelques animaux. 

3° Un lapin dont lautopsie a montré qu’il était porteur d’un lipome 
rétrorénal droit (confirmé histologiquement par le Dt J. Levaditi que 
nous tenons a remercier une fois de plus de sa trés grande gentil- 
lesse) est mort au troisitme jour qui a suivi inoculation d’une dose 
non mortelle de R. burneti dans le péritoine 

L’autopsie a permis de constater une nécrose hémorragique centrale, 
massive, du lipome qui contenait un magma extrémement riche en 
rickettsies. 

4° Enfin, chez des lapins traités depuis plusieurs jours par la corti- 
sone, nous avons observé un cedéme pulmonaire mortel en quelques 
minutes 4 la suite d’une inoculation rickettsienne parfaitement tolérée 
par des sujets normaux (R. prowazeki). 


Résumé. — Les faits que nous avons constatés fortuitement chez des 
animaux de laboratoire, lapins, cobayes, souris, mérions, semblent 
bien démontrer Lintervention de phénoménes hétéro-allergiques dans 
le pouvoir pathogene des rickettsies. 
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Ces phénoménes peuvent étre localisés (type Shwartzman) ou géné- 
ralisés (type Sanarelli). 

Selon le cas, Vantigéne riekeltsien peul étre sensibilisant ou déchat- 
nant. Les antigénes associés dans Jes réactions non spécifiques d’allergie 
semblent relativement divers et peuvent ¢tre constitués soit par des 
bactéries, soit par des virus, soit par des microorganismes du type 
péripneumonique. 

Parfois méme, c’est Une cause locale (d’ordre tumoral par exemple) 
ou une cause générale (de nature hormonale) gui a réalisé la sensibi- 
lisation initiale de l’organisme, en dehors, par conséquent, de tout 
antigéne extra-rickettsien. Si l’on peut encore parler ici d’hétéro- 
allergie il ne saurait donc plus étre question des seuls phénoménes de 
Sanarelli-Shwartzman. 

Dans les cas oti l’antigéne rickettsien (ou viral) a joué un rdle déchai- 
nant et ot il a permis Ja constitution d’un choc local, on a constaté 
souvent une culture seconde des rickettsies & l’endroit méme ow s’est 
produit le choc: il en est ainsi résulté souvent des localisations 
atypiques des rickettsies. 

Ces observations sont de nature & attirer l’attention sur le réle des 
phénomeénes héléro-allergiques au cours de lVéyolution des rickettsioses. 
Il y aura done désormais lieu de rechercher dans ces affections le réle 
possible des phénoménes allergiques spécifiques et des phénoménes 
allergiques non spécifiques dans le déterminisme des lésions et des 
symptomes pathologiques. 


SUMMARY 


HETERO-ALLERGY IN RICKETTSIOSIS WITH PARTICULAR STUDY 
or SANARELLI-SHWARTZMAN PHENOMENA SPONTANEOUSLY OCCURRING 
IN LABORATORY ANIMALS. 


The comportment of laboratory animals prove the existence of non 
specific allergic phenomena induced by Rickettsiae. Certain of these 
phenomena are actual accidents of the Sanarelli-Shwartzman type, and 
Rickettsiae act then either as sensitizing, or as shock provoking 
antigen. 

Other shocks, on the contrary, do not depend on a_ sensitizing 
antigen, but on a predisposing, humoral or even tumoral factor. 
When a local shock is provoked by Rickettsiae, it may result in an 
abnormal localization of the culture at the site of the shock. 
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ACIDES AMINES LIBRES DU BOUILLON VF 
ET TOXINOGENESE CHEZ PLECTRIDIUM TETANI 


par G. VINET et V. FREDETTE. 


(Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de VUniversité de Montréal, 
Service des Anaérobies et des Fermentations) 


InrRopuction. — La généralisation de la vaccination antitétanique 
aux populations civiles, surtout depuis la derniére guerre, a remis en 
lumiére le probleme de la production de toxines tétaniques hautement 
actives en vue de leur transformation en anatoxines selon le procédé 
de Ramon. 

Jusqu’en 1941, on n’ulilisait que des milieux naturels ou empiriques 
pour Ja production de la toxine tétanique ; parmi ceux-ci, le bouillon 
viande-foie (Vf) a été utilisé pendant plus de quinze ans @ 1’Institut 
de Microbiologie et d’Hygiéne de l’Université de Montréal. 

Ce milieu est essentiellement constitué par une digestion chlorhydro- 
pepsique d’un mélange de muscle et de foie de boeuf; il renferme 
évidemment des produits de dégradation variés dont la proportion 
optima a été établie par Prévot et ses collaborateurs [8]. Nous avons 
nous-mémes vérifié en grande partie ces données quantitatives. Elles 
ne permettent pas, cependant, de prévoir l’activité plus ou moins 
grande de la toxine produite dans ce milieu. 

Comme, en ces derniéres années, notre bouillon Vf a fourni des 
loxines extrémement actives (400000 dmm cobaye/ml), nous avons 
voulu examiner plus 4 fond la teneur en acides aminés libres de ce 
milieu. Les résultats que nous rapportons sont sensiblement différents 
de ceux qu’ont obtenus Malgras, Meyer, Sartory et VWeschambre de 
Strasbourg [5] et peuvent nous renseigner davantage sur la toxino- 
genése tétanique. 


EXPERIMENTATION. — Nous nous sommes adressés 4 la chromatographie 
sur papier en deux dimensions. 5 cm’ de bouillon sont débarrassés 
des polypeptides par addition de 40 cm? d’éthanol a 95°. Le filtrat est 
évaporé dans un courant d’air, puis ramené A 2,5 cm® avec de l’eau 
distillée. Des portions de 10 et de 20 sont déposées sur des feuilles 
de papier-filtre Whatman n° 1 et soumises & la chromatographie par 
ie phénol 4 80 p. 100 pour une dimension et par la lutidine 4 65 p. 100 
pour l'autre dimension. Les chromatogrammes sont ensuite développés 
par la ninhydrine a 0,2 p. 100 dans le butanol. 


Résuttats. — Les résultats acquis & l’heure actuelle 4 partir de 
neuf lots différents de bouillon Vf peuvent étre résumés de la facon 
suivante : 

1° Le bouillon Vf préparé dans le Service des Anaérobies et des Fer- 
mentations de 1’Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de l’Université 
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de Montréal renferme un dipeptide: la carnosine, et pas moins de 
13 acides aminés, dont quelques-uns n’ont pas été signalés par les 
auteurs francais, peut-étre 4 cause d’une différence de technique 
(lableau TI). Ce sont les acides aspartique et glutamique, la sérine, Ja 


Tasteau I. — Acides aminés et dipeptides du bouillon Vf. 


MALGRAS, MEYER, 


VINE TREDETTE 
SARTORY et VESCHAMBRE INET et FREDETTE 


NUMEROS 


acide aspartique acide aspartique 
acide glutamique acide glutamique 
sérine sérine 
glycine glycine 
thréonine thréonine 
alanine alanine 
tyrosine tyrosine 
valine (méthionine) valine 
leucines (phénylalanine) leucines 
proline proline 
cystine cystine 
histidine 
lysine 
carnosine 
taurine 


glycine, la thréonine, l’alanine, la tyrosine, la valine, les leucines, 
la proline, la cystine, enfin I’histidine, la lysine, Ja carnosine et la 
taurine. Quantitativement, nos résultats semblent également différents 
de ceux des auteurs francais. 


2° Au cours de la croissance prolongée du bacille tétanique dans 
notre bouillon Vf, justement au moment ot. Ja toxine commence 
i apparaitre, c’est-a-dire vers le troisiéme jour, les acides aminés sui- 
vants disparaissent, peut-@tre sous l’action des déshydrogénases [6] : 
acides glutamique et aspartique, sérine, thréonine, tyrosine, proline, 
lysine et histidine, alors que les autres acides aminés semblent aug- 
menter en quantité. Ce dernier phénomene pourrait peut-étre s’expli- 
quer par l’action de la protéase sécrétée par le bacille [4]. 


Discussion. — Notre bouillon Vf renferme a 1’état libre tous les 
acides aminés essentiels ou stimulants pour le bacille tétanique [3], 
excepté l’arginine, ainsi que ceux utilisés par les cellules au repos de 
Plectridium tetani [2]. Bien entendu, les acides aminés utilisés dans 
ces derniéres conditions peuvent ¢tre différents de ceux qui sont néces- 
saires A la croissance du germe, et ces derniers peuvent étre également 
différents de ceux qui favorisent la toxinogenése (tableau II). 


Nous avons l’impression, toutefois, que la présence dans _ notre 
bouillon Vf de trois acides aminés et d’un dipeptide non signalés par 
les auteurs francais peut expliquer en partie le fait qu’entre nos mains 
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ce milieu ait fourni des toxines dont le titre n’est jamais inférieur 
&% 100 000 dmm cobaye/ml, atteignant la plupart du temps 300 000 et 
méme 400000 dmm avec la souche R qui nous a gracieusement été 
fournie par Prévot [7]. 

La présence de carnosine dans notre bouillon Vf effectue, enfin, le 
lien entre les milieux empiriques ou naturels, utilisés depuis toujours 
et encore les meilleurs, et les milieux synthétiques ou ceux que l’on 
voudrait tels et prénés surtout depuis 1941 par l’école américaine. 


Tasteau Il. — Acides aminés essentiels et stimulants 
pour le bacille tétanique. 
ACTORS ANINES ACIDS AMINES _ BOUILLON VF 
ESSENTIBLS UTILISES PaR Las Walgras et al Vinet et Fredette 


CELLULES AU Wu 


PUD 


Arginine af 
Histidine 

Valine(méthionine) 

Tyrosine 


fe ee SE 
fe 


Leucines(phénylalanine) 
Tryptophane 


ACIDES AMINES 
STIMULANTS 


fe 


Thréonine 


=f 


Sérine 
Lysine 
Acide aspartique 
Acide glutamique 


++e+et + 
AF pt 
i FR ea Ee 


AUTRES 


Alanine 

Cystine ¥ 
Carnosine = 

Glycine + 
Proline 45 
Taurine 


t++t+4+ + 


Mueller, Fisek et Miller ont montré, en effet, qu’un dipeptide, homo- 
logue inférieur de la carnosine, jouait un rdle important dans la 
toxinogenése de la souche particuliére de bacille tétanique qu’ils culti- 
vent dans un milieu & base d’hydrolysat de caséine [4], et qui ne 
donne en réalité d’excellents résultats que lorsqu’on y ajoute un 
extrait de cosur de boeuf d’oti vient justement le dipeptide en question. 
Or, i] est intéressant de relever en terminant, que l’addition de carno- 
sine au milieu de Mueller, ainsi que nous l’avons fait, retarde de 


quelques jours le dégagement de SH, qui apparait alors en méme 
temps que dans notre bouillon Vf. 


Tl semble donc que le métabolisme du soufre ainsi modifié puisse 
influencer favorablement la toxinogenése tétanique. 
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CoxcLusions. — Outre les constituants azotés que l’on peut déter- 
miner par les méthodes habituelles (Kjeldahl, Sérensen, etc.), il semble 
que certains acides aminés jouent un réle important dans la toxino- 
genése 1étanique. 

Parmi ceux-ci, on remarque que les acides aminés pouvant modifier 
le métabolisme du soufre sont susceptibles de provoquer un accrois- 
sement de l’activité de la toxine produite. 


SUMMARY 


FREE AMINO ACIDS IN CULTURE BROTH AND TOXINOGENESIS 
or Plectridium tetani. 


Beyond the nitrogenous constituents which can be demonstrated by 
the usual methods (Kjeldahl, Sdrensen, etc.), certain aminoacids seem 
to play an important part in tetanus toxinogenesis. 

Aminoacids able to modify the sulfur metabolism can induce an 
increase of the activity of the toxin released. 
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CRYO-AGGLUTINATION, 
COMPLEMENT ET POUVOIR ANTI-COMPLEMENTAIRE 


par R. VARGUES et J. ORIO. 


(Unstitut Pasteur de Brazzaville) 


Dans les anémies hémolytiques acquises, 1l’immuno-hématologiste 
met fréquemment en évidence un pouvoir cryo-hémagglutinant dans 
le sérum des malades ; il constate, en outre, un abaissement du taux 
du complément pouvant aller jusqu’a l’absence d’activité complémen- 
taire ; enfin, le sérum du malade est parfois anti-complémentaire. Les 
deux premiéres propriétés servent de base a l’hypothése immunolo- 
gique, appliquée, non sans logique, 4 la pathogénie de telles anémies. 
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Nous n’acceptons cependant pas ces considérations pathogéniques et 
soutenons que les propriétés relatées plus haut ne sont que les consé- 
quences physiques de la présence, dans le sérum de ces malades, de 
y-globulines particulitrement peu _ solubles [4]. Les faits suivants 
apportent des arguments nouveaux en faveur de notre hypothése. 


MATéRIEL D’ETUDE ET TECHNIQUES. — Nous avons choisi 19 sérums 
provenant de sujets atteints de paludisme, de lépre, de trypanosomiase 
ou d'anémie splénomégalique d’étiologie inconnue. 

Le taux de cryo-agglutination est recherché selon la technique 
«’Eyquem [2] ; cependant nous utilisons indifféremment soit des héma- 
ties O, soit les propres hématies du malade ; nous utilisons ces hématies 
fraichement lavées ; enfin nous lisons les résultats comme on lit une 
agglutination bactérienne, observant l’agrégation des hématies sans 
chercher 4 augmenter le titre final d’agglutination en se basant sur 
Vaspect du culot globulaire. Avec cette technique, non susceptible 
d’erreur par excés, tout sérum d’individu sain est dépourvu de pouvoir 
cryo-agglutinant ; toute cryo-agglutination supérieure au 1/4 est signi- 
ficative ; enfin le taux d’agglutination ne dépasse jamais 1/512. 

Le dosage du complément a été fait selon plusieurs techniques. La 
technique de référence est la réaction classique de titrage du complé- 
ment en présence du complexe « hématies-sérum anti-mouton », la 
réaction étant faite sous un volume constant égal 4 2 cm®. Nous donnons 
nos résultats en unités d’hémolyse 4 50 p. 100. 

Le pouvoir anti-complémentaire est décelé lors de Ja recherche des 
réagines syphilitiques selon la technique de Kolmer. 


1° Recherche d’une fixation du complément sur les hématies agglu- 
linées @ froid. — Le complément se fixe 4 froid sur les complexes 
immunologiques. Ce principe est 4 la base de la réaction de Kolmer. 
En 1953, Levine, Osler et Mayer ont précisé qu’d 0°, en présence des 
ions Ca et Mg, les trois composants C’l, C’4 et C2 se fixent sur !e 
systéme « hématies de mouton-sérum anti-mouton » [3]. 

Nous avons essayé de réaliser une telle fixation A froid en mettant 
en présence, & froid, du sérum auto-agglutinant frais et les hématies 
mémes du sujet: le sang de la malade Mou... a un taux de complé- 
ment égal 4 50 unités, le taux limite de l’agglutination froide est égal 
a 1/64. Un volume de 5 cm? de sérum est mélangé avec 2 cm? de culot 
globulaire ; le mélange est soigneusement agité et porté au frigidaire 
a + 5°. On répéete Vagitation toutes les heures environ. Une partie 
du sérum surnageant est prélevée apres trois heures et vingt-quatre 
heures de contact. Le tableau I indique les résultats obtenus. 

Des expériences semblables, répétées avec cinq autres sérums n’ont 
jamais montré de fixation du complément. Remarquons que cette 
fixation est théoriquement impossible selon l’immunologie classique : 
que deviendrait, en effet, le complément fixé & basse température 
quand l’hémagglutination serait dissociée A 37°? 


2° Dosages du complément dans les sérums cryo-agglutinants, — Sj 
3 . : . f i : - 
Von emploie le systetme « hématies humaines-sérum anti-humain. » 
(systéme peu actif, exigeant de fortes doses de sérum frais), les sérums 
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TaBLeau I, 
: Taux de a Titre de la Dosage des 
complément cryo-agglutinat Y-euglobulines 
Sérum frais 50 unités 1/64 8 g p 1.000 
3 heures A +52 50 unités I/4 3 g p 1.000 
24 heures A +52 50 unités 1/2 3 g p 1.000 
Sérum conservé 
24 heures A +52 50 unités 1/64 8 g p 1.000 


frais cryo-agglutinants ne proyvoquent pas Ja lyse des hématies: ils 
sont apparemment dénués de complément. Si l’on emploie le systeme 
classique « hématies de mouton-sérum anti-mouton » (systéme trés 
actif, exigeant de faibles doses de sérum frais), les sérums cryo-agglu- 
tinants provoquent la lyse des globules : ils sont donc doués d’activité 
complémentaire. Si avec ce méme systéme, on diminue la quantité 
de sérum hémolytique afin qu’il devienne nécessaire d’utiliser de 
fortes doses de sérum frais pour avoir une lyse (loi de suppléance), 
dans ces cas, les sérums cryo-agglutinants ne proyoquent pas la lyse. 

Ces observations d’apparence contradictoire peuvent ¢tre obtenues 
parfois avec un méme sérum et un méme systéme hémolytique. 
Voici la courbe d’hémolyse d’un sérum cryo-agglutinant en fonction 
de Ja concentration en sérum frais [exprimée en p. 100 du volume 
final] (fig. 1). 


HEMOLYSE % 
100 


DO, 


O at as (om 1 ai (een S| 
Se 16 8 4 2 | OS V4 we 


SERUM FRAIS 


RiGee 


Dans cet exemple, on voit que de fortes concentrations de s¢rum 
échouent & provoquer la lyse ; des concentrations moyennes entrainent 
cependant une lyse normale 4 100 p. 100. Une telle courbe s’explique 
ainsi : au-dessus de 20 p. 100 en sérum frais, Je pouvoir anti-complé- 
mentaire (phénoméne physique) est trés actif et masque le pouvoir 
complémentaire ; au-dessous de 4 p. 100 en sérum frais, Je pouvoir 
anti-complémentaire est insuffisant pour bloquer le complément. 
Cependant, méme 4a ces concentrations, le pouvoir anli-complémentaire 
manifeste son action et détermine la baisse du taux de complément 
des sérums. 


3° Pouvoir anti-complémentaire des sérums cryo-agglutinants. -— 
Van Loghem a signalé en 1952 que des sérums cryo-agglutinants pou- 
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yaient étre anti-complémentaires [4]. Parmi les 19 sérums que nous 
avons étudiés, 8 étaient fortement anti-complémentaires et 8 autres 
faiblement ; 3 sérums seulement ne possédaient pas de pouvoir anti- 
complémentaire (tableau II). 


TasLeau II. 
9 Y-euglobulines Cryo-agglu- .Pouv. anti- . Unités de 
ane (en ae 1 000) tination complémentaire complément 

sty 1/250 + 90 
: 16 1/512 +4 50 
3 age 1/64 +++ 50 
4 jet 1/64 ++ 50 
5 bs) 1/32 +++ 70 
6 5 1/16 - 120 
7 6 1/16 +++ 70 
8 8 1/128 +++ 60 
9 5. WBE ++ 80 
Age) 6 1/32 +++ 60 
03 6 1/16 ++ 70 
12 6 1/64 +++ 50 
13 6 1/16 - 60 
14 8 1/SB + iE 
at) 5 1/32 + 80 
16 7 1/64 + 80 
KG Io 1/32 +++ 60 
18 nce) 1/16 et 30 
19 te 1/32 ~ 100 


Nous ne pouvons établir de relations précises entre le taux de 
complément et le pouvoir anti-complémentaire. D’une part, le pou- 
voir anti-complémentaire ne peut étre dosé de fagon absolue, car il 
est contingent : on le recherche aprés chauffage des sérums, ce qui 
souvent abaisse le pouvoir anti-complémentaire. D’autre part, le taux 
de complément dépend de nombreux facteurs (fonctionnement hépa- 
tique, réactions fébriles...). Cependant, le tableau montre que deux 
sérums qui ont un taux de complément normal sont dénués de pou- 
voir anti-complémentaire et que les sérums qui ont les plus bas taux 
de complément ont des pouvoirs anti-complémentaires élevés. 

Les deux sérums 1 et 2 ont des taux de y-euglobulines trés voisins 
l'un de l’autre, cependant leur différence du point de vue complé- 
mentaire et anti-complémentaire est significative. Nous avons donc 
décomplémenté ces deux sérums de la maniére suivante : un_ petit 
volume de sérum (2 cm*) est projeté dans un tube préalablement 
chauffé 4 56° et maintenu au bain-marie ; le tube est agité de facon 
i obtenir une température homogéne a l’intérieur du tube. Un thermo- 
métre, plongeant dans le sérum indique le moment ot: la température 
de 56° est atteinte ; le chauffage est encore prolongé durant une 
minute. Un tel traitement inactive totalement Jes sérums tout en 
modifiant au minimum leur structure physico-chimique. Apres ce 
traitement, les dosages montrent que 0,15 cm? du sérum n° 2 suffisent 
pour inhiber 2 unités complémentaires, tandis que dans les mémes 
conditions il faut 0,5 cm? du sérum n° 1. Par conséquent le taux de 
complément du sérum frais est inverse du pouvoir anti-complé- 
mentaire. 
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ConcLusions. — Nos expériences montrent que : 


1° La cryo-agglutination ne s’accompagne pas d’une fixation du 
complément. Par conséquent, les hématies agglutinées ne se com- 
portent pas comme un complexe antigéne-anticorps et Ja substance 
agglutinante ne saurait étre appelée une « agglutinine », ce terme 
ayant un sens immunologique bien précis. 

2° La baisse du complément constaté dans nos sérums est en rela- 
tion avec le pouvoir anti-complémentaire de ces sérums ; il ne nous 
semble pas utile d’invoquer une hypothétique fixation in vivo pour 
expliquer cet abaissement du taux complémentaire. Nous attirons 
@autre part l’attention sur la possibilité d’artefacts techniques pou- 
vant entrainer de fausses interprétations : l’absence d’activité complé- 
mentaire d’un sérum peut en effet n’étre que Ja manifestation du 
pouvoir anti-complémentaire. 


SUMMARY 


CRYO-AGGLUTINATION AND ANTI-COMPLEMENTARY ACTIVITY. 


1. Cryo-agglutination is not accompanied by complement-fixation. 
Consequently, the agglutinated erythrocytes do not behave as antigen- 
antibody complex and the agglutinating substance cannot be called 
« agglutinin », this word having a very precise immunological signi- 
fication. 

2. The fall in the complement tiler observed in the sera studied 
depends on the anti-complementary activity of these sera. It does 
nok seem necessary to put forward an hypothetical in vivo fixation 
to explain this lowering of the complementary titer. 

Besides, the authors point out the possibility of technical artefacts 
which may lead to false interpretations. 
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TAMPON PHYSIOLOGIQUE 
(TAMPON DE MAYER ET LEVINE) 
ET POUVOIR ANTI-COMPLEMENTAIRE 


par J. ORIO et R. VARGUES. 


(Institut Pasteur de Brazzaville.) 


Le pouvoir anti-complémentaire des sérums est fréquemment cons- 
iaté en Afrique alors que son observation est plus rare en Europe. 
Notre statistique indique que sur 1000 sérums étudiés en vue de la 
recherche des réagines syphilitiques, 37 se révélent anti-complémen- 
taires s’il s’agit de sérums d’Africains, alors que la méme réaction 
pratiquée en méme temps sur une population d’origine européenne 
fournit seulement 8 sérums anti-complémentaires sur 240. La forte 
proportion (8,7 p. 100) constatée chez les sujets africains nous 
a amenés A rechercher les causes de ce pouvoir anti-complémentaire et, 
si possible, A trouver & y remédier. 


TECHNIQUES UTILISHES. — 1° Le pouvoir anti-complémentaire consi- 
déré ici est celui de sérums décomplémentés. Ces sérums sont chauffés 
i 56° pendant une demi-heure dans un bain-marie. 


2° Le pouvoir anti-complémentaire est détecté dans le tube témoin- 
sérum cde la réaction de Bordet-Wassermann. Ce tube témoin-sérum 
est ainsi préparé : sérum a expertiser : 0,05 cm*; eau physiologique : 
0,1 cm* ; complément a 2 unités : 0,4 cm’. Le mélange est placé a 37° 
pendant une heure. On ajoute alors : sérum hémolytique (2 unités):: 
C,l cm®; globules rouges & 2 p. 100: 0,1 cm*. Les tubes non hémo- 
lysés apres une demi-heure & 37° correspondent aux sérums anti- 
complémentaires. 


3° La réaction de Gaté ou formol-gélification (1 cm? de sérum addi- 
tionné de 0,1 cm? de formol A 40 p. 100 est placé A l’étuve A 37°). La 
réaction est positive si le contenu du tube est gélifié en moins d’une 
heure 


4° La fiche réticulo-endothéliale de Sandor [4], pratiquée selon Ja 
technique de Vargues [2] nous a servi A étudier les modifications 
euglobuliniques [3]. Les résultats sont exprimés en degrés Vernes. 
Nous appelons Eu 7 le précipité obtenu A pH 7 et Eu 6 le précipité 
obtenu & pH 6. 


5° Le tampon physiologique que nous utiliserons est celui de Mayer 
ei Levine [4] de formule suivante : chlorure de sodium: 83,8 @¢ ; 
bicarbonate de soude : 2,52 g ; véronal sodique : 3 g¢ ; véronal : 4,6 


g 2; 


chlorure de magnésium 6H,O: 1 g; chlorure de calcium 24,0: 
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0,2 g pour 10 1 de solution finale. Le pH de ce tampon est de 7,4. 
On obtient un tampon de pH 8 en mettant 13 g de véronal sodique 
au lieu de 3 g. 


PROPRIETES DES SBRUMS ANTI-COMPLEMENTAIRES. — Dans un_ premier 
temps, nous avons étudié 48 sérums témoins (non anti-complémen- 
taires) et 50 sérums anti-complémentaires, ces sérums étant dépistés 
selon la technique donnée plus haut. Soulignons que, dans cette 
technique, toutes les solutions ou suspensions sont faites en eau 
physiologique ordinaire (8,5 g de chlorure de sodium pour 1 | d’eau). 

1° Résultats des réactions de Gaté effectuées sur sérums chauffés 
a 56°. 

48 sérums non anti-complémentaires (2 réactions de Gaté positives, 
46 réactions de Galé négatives). 


SERUM ~~ FRAIS CHAUFFE 4 56° 
F.R.E. F_R.E. Eu.7 Eu.6 
Oo <100 
<200 
O et 
>!100 
| 
| 
=20 e>200 | 
anc 


50 sérums anti-complémentaires (22 réactions de Gaté positives, 
28 réactions de Gaté négatives). 

Ces résultats discordants sont confirmés par Iétude des fiches 
réticulo-endothéliales. 


2° Résultats des fiches réticulo-endothéliales. 
Sur la figure, on voit que la fiche d’un sérum chauffé est en général 
” 


caractérisée par la disparition des précipités 4 pH 7 et par laccrois- 
sement des précipités & pH 6 [3]. 


3° Commentaires. — Les résultats des réactions de Gaté et des fiches 
réticulo-endothéliales indiquent que nos sérums anti-complémentaires 
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peuvent étre divisés en deux groupes : les uns riches en y-euglobulines 
qui donnent encore un précipité notable & pH 7 apres chauffage des 
sérums ; les autres, plus pauvres en y-euglobulines, ne donnent plus, 
apres chauffage, de précipités 4 pH 7, mais fournissent un _précipite 
important A pH 6. Contrdlant alors le pH de notre eau physiologique, 
nous le trouvons égal 4 5,7 (ce chiffre est le pH de toute eau physio- 
logique). Pour cette valeur de pH, les globulines précipitant a pH 6 se 
trouvent A leur minimum de solubilité et présentent donc des pro- 
priétés adsorbantes maximum. C’est pourquoi nous avons décidé 
d’opérer nos réactions de B.-W. en eau physiologique tamponncée. 


R&SULTATS DE L’UTILISATION DU TAMPON PHYSIOLOGIQUE. — 1° Nous avons 
repris 20 sérums jugés anti-complémentaires dans les conditions 
décrites précédemment, en effectuant cette fois la réaction de B.-W. 
a pH 7,4. Dans ces conditions, 5 sérums seulement se révélent encore 
anti-complémentaires. Ils correspondent aux sérums qui, chauffés, 
donnent une réaction de Gaté positive et donnent un taux d’euglo- 
bulines 7 (Eu 7) supérieur 4 20 degrés Vernes. Par conséquent, nous 
avons éliminé, en faisant varier le pH, un grand nombre de sérums 
dont le pouvoir anti-complémentaire était faible et ne s’extériorisait 
gu’a un pH voisin de 6. 


2° L’emploi du tampon physiologique étant devenu courant pour 
tous nos examens de B.-W., nous avons vu le taux des sérums anti- 
complémentaires (sérums d’Africains) tomber de 3,7 p. 100 4 1 p. 100. 


3° Méme avec l’emploi systématique du tampon physiologique, il reste 
encore 1 p. 100 de sérums anti-complémentaires. Ces sérums corres- 
pondent & des sujets 4 forte y-euglobulinémie (taux supérieur 4 3 g 
par litre, le taux normal étant de 0,5 g par litre). La fréquence des 
« dysprotéinémies » en Afrique explique que nous ayons encore un 
certain nombre de sérums anti-complémentaires. Pour vaincre le pou- 
voir anti-complémentaire de ces sérums, on ne peut prolonger le 
chauffage & 56°, car ces sérums se gélifient en une heure A cette tem- 
pérature. On doit donc augmenter les doses de complément. On peut 
encore annihiler le pouvoir anti-complémentaire en effectuant la réac- 
tion avec un tampon de pH 8. Nous avons pris 17 échantillons de ces 
sérums encore anti-complémentaires quand la réaction est effectuée 
avec le tampon physiologique ; pour tous ces sérums (dont 3 se sont 
révélés positifs a la réaction de B.-W.), le pouvoir anti-complémen- 
taire n’existe plus 4 pH 8, bien que la quantité de complément uti- 
lisée ait 6té de 2 unités seulement. 


ConcLusion. — Le tampon physiologique, enrichi en ions Ca et Mg, 
non seulement favorise la stabilité du complément dilué, mais encore 
permet de supprimer, en raison de son pH, un grand nombre de 
sérums apparemment anti-complémentaires quand la réaction de B.-W. 
est faite avec de l’eau physiologique. L’emploi du tampon physiolo- 
gique de Mayer et Levine s’impose donc dans la routine sérologique ; 
il s'avere indispensable quand les sérums analysés proviennent d’une 
population chez laquelle les dysprotéinémies sont fréquentes. 
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SUMMARY 


PHYSIOLOGICAL BUFFER (MAYER AND LEVINE BUFFER) 
AND ANTI-COMPLEMENTARY ACTIVITY. 


The physiological buffer enriched with Ca and Mg ions increases the 
stability of diluted complement ; furthermore, thanks to its DEL eat 
allows to eliminate many seemingly anti-complementary sera when 
the B.-W. reaction is realized with physiological saline solution. 
Mayer and Levine’s buffer must then be used in routine serological 
studies ; it is indispensable when the sera studied come from a popu- 
lation in which dysproteinemia is frequent. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Sanpor (G.). C. R. Acad. Sci., 1950, 230, 1801. 

[2] VarcueEs (R.). Biol. méd., 1955, 54, 245. 

[3] VarcueEs (R.). Ann. Biol. clin., 1954, 42, 335. 

[4] Mayer (M.) et Levine (L.). J. Immunol., 1354, 72, 511. 

[5] Varcues (R.) et Laprosse (S.). Ann. Inst. Pasteur, 1955, 88, 205. 


DETERMINATION DU TAUX DU COMPLEMENT 
DANS DIFFERENTES ESPECES ANIMALES 


par R. AUDRAN (*). 


(Institut Pasteur) 


Le taux du complément a été déterminé par Hegedius et Greiner [41] 
dés 1937, chez 10 espéces animales. Par la suite, Rice et Crowson [2] 
ont effectué la méme détermination sur 10 espéces dont 8 avaient déja 
été eyaminées par les auteurs précédents. Le taux du complément était 
apprécié par la plus petite quantité de sérum frais capable d’hémo- 
lyser des hématies de mouton sensibilisées par une hémolysine de 
lapin. Utilisant un systeme hémolytique ott les hématies de mouton 
étaient sensibilisées par une hémolysine de cheval, nous avons titré, 
par la méthode d’hémolyse & 50 p. 100, le complément chez 19 espéces 
animales. 


TECHNIQUE DU TITRAGE DU COMPLEMENT 
PAR LA METHODE D’HEMOLYSE A 50 p. 100. 


Principe. — L’activité complémentaire est appréciée par la plus 
petite quantité de sérum frais capable d’hémolyser une quantité 
donnée d’hématies, dans un systéme oti sont maintenus constants le 
volume, la concentration ionique, la température et le temps de 
réaction. 


(*) Stagiaire de Recherches au C. N. R. S. 
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Depuis les travaux de von Krogh [8], Morse [4], Wadsworth et 
Maltaner [5], on sait que le processus hémolytique se déyveloppe sui- 
vant une courbe en forme de S (courbe de Gauss), et que cette courbe 
exprime les variations de pourcentage d’hémolyse en fonction de 
Vaugmentation de volume du complément utilisé. La méthode que 
nous utilisons est celle de Roukier [6], qui consiste 4 apprecier 
2 Vélectrophotométre la quantité minimum de sérum nécessaire pour 
donner 50 p. 100 de l’hémolyse totale. 


Réactifs. — 1° Préparation d’une suspension a 4 p. 100 de globules 
rouges frais de mouton, lavés trois fois en solution physiologique de 
pH voisin de 7,3, et qui est ajustée de la fagon suivante : la solution 
obtenue en ajoutant 0,5 ml de la suspension globulaire 4 5,5 mil 
d’eau distillée, doit correspondre A Ja division 200 du tambour de 
1’électrocolorimétre universel tricellule (Jobin et Yvon, écran 55, divi- 
sion initiale 150). 


2° Sérum hémolytigque de cheval anti-mouton chauffé une demi- 
heure & 56° et dilué au 1/200, alors qu’il donne au 1/800 une hémo- 
lyse totale. 


3° Le sérum A titrer est dilué au 1/20 dans le cas d’un complément 
humain, au 1/50 dans le cas d’un complément de cobaye. Le degré 
de dilution dépend de la richesse en complément du sérum 4 titrer. 


4° La sensibilisation des globules rouges est réalisée en mettant un 
yolume de suspension globulaire standardisée en présence d’un 
volume de sérum hémolytique au 1/200 et d’un volume de So,Mg, 7 H,O 
isotonique 4 1 p. 1000 pendant une durée de dix minutes et en agitant 
fréquemment. 


Mode opératoire. — On répartit les dilutions du sérum dans 10 tubes, 
aux doses: de 0,05, 0310; OMb) ie 0,50 ml; on complete Je volume 
4’ 1,5 ml dans tous les tubes, avec de l’eau physiologique de pH voisin 
de 7,3 et 1,5 ml de suspension d’hématies sensibilisées sont ajoutées. 

Les tubes sont placés pendant quarante-cing minutes au bain-marie 
4 37° et agilés fréquemment. Ils sont ensuite refroidis et centrifugés. 
La densité optique des solutions d’hémoglobine est appréciée A lélec- 
trocolorimétre universel (Jobin et Yvon, écran 55, division initiale 150). 
Du chiffre lu sur le tambour de l’appareil, on déduit, grace & une courbe 
d’étalonnage préalablement établie, le pourcentage de l’hémolyse dans 
chaque dilution de sérum. La standardisation a été faite selon la tech- 
nique de Roulier [6], en sorte que 0,50 ml de suspension globulaire 
lysée totalement par 5,5 ml d’eau distillée (volume total : 6 ml) corres- 
pondent a la division 200 du tambour de J’électrocolorimétre. Tl en 
résulte que le tube contenant 0,50 ml de la méme suspension dans 
un volume de 8 ml et qui aurait la méme densité optique (mesurée 


par la division 200) serait le tube présentant exactement 50 p. 100 
d’hémolyse. 


La courbe d’hémolyse est tracée sur un papier millimétré, en por- 
tant en abscisses les volumes de sérum dilué et en ordonnées les 
pourcentages d’hémolyse correspondants. L’abscisse de cette courbe 
d’ordonnée 50 (point d’inflexion) représente la quantité de complément 
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contenue dans la dilution de sérum capable d’hémolyser 50 p. 100 des 
globules rouges de mouton, c’est lunité 50 p. 100. Par titre du 


complément, on entend le nombre d’unités 50 p. 100 contenues dans 
1 ml de sérum frais. 
L’unité ainsi déterminée est fonction du systeme hémolytique 


employé et des constantes qui le caractérisent (tableau Dh 


Tanteau I. — Taux du complément dans différentes espéces. 


Hg 


: qe IEIEaE 
Unites 50p.100 


Hegedus et Rice et 
Greiner Crowson 


Animale 


200 625 
I00 I50 
70 I00 
Cynocéphale 
Hamster 295 
Pore 
Chien I53 
Poule 25 
Macacus Rhésus 
Lapin 
Mérion 
Chimpanzé 
Pigeon 
Chevre 
Mouton <I0 
Cheval £10 
Eoeuf £15 
Souris <I0 
Interprétation des résultats. — Le tableau I comporte dans sa 


colonne 1 les résultats trouvés pour 19 espéces animales. En regard 
de ces chiffres se trouvent les valeurs trouvées par Hegedius et 
Greiner (col. 2) et par Rice et Crowson (col. 3) lorsque l’espéce en 
question se trouve avoir été examinée par ces auteurs. 

Il faut tout d’abord remarquer que les chiffres figurant dans les 
trois colonnes du tableau ne sont pas strictement comparables les uns 
aux autres, car les unités different ainsi que les constantes du systéme 
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hémolytique employées dans les trois méthodes. Il est curieux ile 
constater que, malgré la réserve précédente, nos résultats sont presque 
identiques & ceux trouvés par Hegedius et Greiner, dans les 9 espéces 
parallélement titrées. 

Quant aux valeurs trouvées par Rice et Crowson, qui sont plus 
élevées en raison d’une unité d2hémolyse plus faible, elles croissent 
dans le méme ordre que les chiffres des colonnes 1 et 2, par rapport 
aux diverses espéces animales. 

Si le rapport 625/100 du taux du complément du cobaye 4 celui 
de homme parait éloigné de ce méme rapport que nous trouvons 
a 200/70, il faut tenir compte du fait que la richesse du complément 
varie selon les races de cobaye. Il est & remarquer que Kabat et 
Mayer [7] avaient trouvé ce méme rapport 4 350/100, dans un systeme 
d’hémolyse qui leur était propre. 

L’extréme pauvreté en complément des sérums de mouton, de 
cheval, de boeuf a été expliquée par les travaux de Vorlaender [8] qui, 
ayant titré Jes fractions du complément par Ja méthode de Hegedius 
et Greiner [4], a trouvé, soit un taux trés faible, soit une absence 
totale de C’2 et C’4. 

Il est intéressant de noter jes taux variables trouvés chez les singes, 
qui vont de 6,6 pour le chimpanzé 4 20 pour Macacus rhesus et 80 pour 
le cynocéphale (bien que ces deux derniers genres fassent partie de 
la méme famille des cercopithécidés). Il résulte du tableau I une 
extréme variabilité du taux du complément selon les espéces animales 
considérées, les valeurs extrémes étant 0 et 200 des unités d’hémo- 
lyse 50 p. 100 que nous utilisons. Les animaux examinés pourraient 
étre classés en trois groupes, suivant leur richesse en complément 
sérique. Parmi Jes animaux trés pauvres en complément figurent la 
souris, le boeuf, le cheval, le mouton, la chévre, l’4ne, le pigeon ct 
Je chimpanzé. Le groupe comprenant le mérion, le lapin, Macacus 
rhesus, la poule, le chien et le porc, est caractérisé par une teneur 
moyenne en complément. Les taux les plus élevés sont rencontrés 
chez le hamster, le cynocéphale, homme, le rat et le cobaye. 

ll faut préciser que la classification précédente n’a pas une yaleur 
absolue, mais qu’elle est relative au systéme hémolytique employé, 
constitué par des globules rouges de mouton sensibilisés par des 
sérums hémolytiques de cheval. Rice et Boulanger [9] ont en effet 
montré que Jes compléments de mouton, de cheval et de bceuf, qui 
ne sont pas hémolytiques vis-a-vis du précédent systeme, sont actifs 
dans un systéme globules rouges de lapin-antisérum de mouton. 


SUMMARY 


DETERMINATION OF COMPLEMENT TITER IN DIFFERENT ANIMAL SPECIES. 


The complement titer has been determined in nineteen animal 
species by means of the 50 p. 100 hemolysis method. In the hemolytic 
system used, sheep erythrocytes had been sensitized by a horse hemo- 
lysin. The result show a great variability of the complement titer 
according to the animal species, the extreme values being 0 to 200 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 545 


of the used units. The figures found by the author have been 
compared with those given by Hegedius and Greiner on the one hand 
and by Rice and Crowson on the other hand. 
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ETUDE DU TAUX DU COMPLEMENT HUMAIN 
EN FONCTION DU TITRE 
DES AGGLUTININES ANTI-A ET ANTI-B 


pat R. AUDRAN (*). 


(Institut Pasteur) 


Le complément a été dosé chez 28 sujets dont on titrait parallé- 
lement les agglutinines anti-A et anti-B (dans le cas des groupes O, 
c’est le titre d’agglutinines le plus élevé, en général l’anti-A, qui était 
retenu). 

Chez 13 de ces sujets, qui n’avaient pas été immunisés, les titres 
d’agglutinines étaient de 1/64 dans 12 cas, de 1/128 dans 1 cas. Chez 
14 autres de ces sujets, qui avaient été l’objet d’une immunisation 
anti-A, anti-B ou anti-A + anti-B, les titres d’agglutinines allaient de 
1/128 a 1/1000. Les agglutinines étaient titrées par la méthode de 
dilution en progression géométrique. Enfin, un sujet était immunisé 
vis-a-vis du facteur Rh, et son titre d’anticorps anti-Rh était de 1/500. 

Le complément était dosé par une méthode photométrique décrite 
dans un précédent article et son taux était exprimé en unités d’hémo- 
lyse a 50 p. 100. 

Dans le tableau ci-joint sont rapportés les résultats des examens 
effectués et la notion d’immunisation. 

Les quatre taux les plus élevés de complément, qui sont de 182, 166, 
166 et 142 unités d’hémolyse 50 p. 100, ont été trouvés chez des 


(*) Stagiaire de Recherches au C. N. R. S. 
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sujets ayant subi une iso-immunisation et présentant respectivement 
des taux de 1/1000, 1/500, 1/250 et 1/500 d’agglutinines dans leur 
sérum. Parmi ces quatre cas figure le sujet présentant une immuni- 


Sujet Taux du Titre de Inmunisetion 
Complement en 1'agglutinine 
Unites 50 0.100 

Lawes I82 I.090 anti-B 
Hassle I6é 500 énti Ph 

EGO slate [42 500 Aénti-A 
TiGarete 86 500 Anti& enti-B 
Garr Iés 250 énti-3 

Ealere ga £50 anti-B 
lBurer T4é2 128 Absence 
ives Iz5 res 4nti-3 
Dues SS Iz énti-B 
ae 10) 128 AntiAé, AntiB 
Bester. 82 RES AntiaA,énti3 
Hines B2 [23 sntif£, AntiB 
Le Ba... 74 128 énti-B 
Bis 70 IzZ8 4nti-3 
Nurser 70 128 Anti-3 

Ges ee 60 128 Anti-a 
Boon. I24 64 Absence 

DW aioe Ii0 64 Absenc= 

BOs ae I90 64 Absence 
Veteters 36 64 Absence 
Laeieie 38 64 &psence 
Besse 70 64 Absence 
Leino 70 64 Absence 

ES Sc Ss 64 Absence 
Li... 68 64 Absence 
nas ee 64 Absences 
es Pe 64 ibsence 
tee $4 absence 


sation par Je facteur Rh. Wildfiihr [4], étudiant l’alexine du point 
de vue bactéricide vis-a-vis d’une souche de staphylocoques, avait 
trouvé que le taux des iso-agglutinines variait dans le méme sens que 
Valexinémie. Le méme auteur [2] avait, par ailleurs, mis en évidence 
qu’une immunisation active ‘vaccination antityphoidique, vaccination 
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antlidiphtérique) provoquait une augmentation de l’alexinémie. Les 
travaux de Wildfiihr sont en concordance avec les résultats précédem- 
ment mentionnés. 


En conclusion, les taux les plus élevés de complément sont ren- 
contrés chez les sujets présentant le plus fort taux d’agglutinines, A la 
suite d’une immunisation. I] semble donc que, dans un certain nombre 
de cas, on puisse voir un rapport entre la teneur d’un sérum humain 
en complément et son titre d’agglutinines anti-A et anti-B d’origine 
immune. 


SUMMARY 


STUDY OF THE HUMAN COMPLEMENT TITER 
IN RELATION TO THE ANTI-A AND ANTI-B AGGLUTININ TITER. 


The highest complement titers are found in individuals possessing 
the highest agglutinin titers following an immunization. It seems 
therefore that, in a certain number of cases, there is a relationship 
between the complement level and the anti-A and anti-B agglutinins 
due to immunization. 
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LIVRES REGUS 


S. Sevitt. — Burns. Pathology and therapeutic application. 1 vol., 
364 p., 85 fig., Butterworths, édit., Londres, 1957. Prix : 37 s. 6 d. 


Ce livre, un des premiers sinon le premier consacré entiérement 
a la question des brdlures, étudie la signification des résultats ana- 
tomo-pathologiques et histo-pathologiques, 1’évolution clinique des 
malades et les traitements applicables non seulement dans les brdlures 
thermiques, mais aussi dans les brdlures électriques, chimiques, ou 
par radiations. L’auteur, qui appartient & un centre consacré uni- 
quement aux accidents, posséde une expérience pratique considérable 
et réunit dans cet ouvrage des notions éparses dans toute la littéra- 
ture mondiale. Cet ouvrage sera trés utile & tous les médecins, chirur- 
giens, anatomo-pathologistes qui auront a traiter des brilés. 

Hse: 


Jean Brachet. — Biochemical cytology. 1 vol., 516 p., 187 fig., Aca- 
demic Press Inc., édit., New York, 1957. Prix: $ 8,80. 


Cet ouvrage, écrit directement en anglais par l’auteur, dont on 
connait la compétence sur la question et particuliérement en embryo- 
logie, a pour but de faire la synthése de deux sciences: la cytologie 
et la biochimie, qui sont trop souvent étudiées séparément. I] reprend 
les cours faits par l’auteur aux étudiants de l'Université de Bruxelles 
et ses conférences données &4 Bombay en 1956. Aprés un court chapitre 
traitant des techniques, il étudie le cytoplasme et le noyau des cellules 
au repos, la mitose, le réle des acides nucléiques dans l’hérédité et ia 
synthése des protéines. Deux chapitres trés importants sont consacrés 
a Vembryologie des organismes unicellulaires et le livre se termine 
par une bréve revue des connaissances actuelles sur les cellules cancé- 
reuses, I] est luxueusement présenté et abondamment illustré et 
complété par une table analytique trés détaillée. 

isha i 


W. Klyne. — The chemistry of steroids. 1 vol., 216 p., Methuen édit., 
Londres, 1957. Prix : 18 shillings. ‘ 


Ce nouveau petit livre de la collection des Monographies des éditions 
Methuen passe en revue les principaux aspects de la chimie des 
stéroides, dont |’importance est maintenant bien connue. I] est illustré 
par de nombreuses formules et s’adresse aux étudiants aussi bien 
qu’aux chimistes, pour lesquels il constituera un bon résumé de Ja 
question. 


he othe 


Printed in France. Le gérant : G. Masson. 


Dépot légal. — 1958. — ter trimestre. — Numéro d’ordre 2882. — Masson et Cie, édit., Paris. 
Ancue Imp. de la Cour d’Appel, 41, rue Cassette, Paris. 


